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RESUMO

Anzai A. Analise da expresséo de HLA-G, TLR 2, 3, 4 e 5 e Cav-1 no foliculo piloso
do couro cabeludo de pacientes com liquen plano pilar [tese]. Sdo Paulo:
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina; 2023.

Introducgao: O liquen plano pilar (LPP) € uma alopecia cicatricial primaria que causa
grande impacto na qualidade de vida pela perda irreversivel de cabelos e presenca
de prurido, ardor e dor. A histopatologia é caracterizada por inflamacgao liquenoide que
agride o foliculo piloso (FP), especificamente no istmo, onde residem as células-tronco
foliculares. A etiopatogenia € desconhecida e consequentemente os tratamentos séao
pouco eficazes. Objetivos: Avaliar a expressao de toll-like receptors 2, 3,4 e 5 (TLR2,
TLR3, TLR4, TLR5), do Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G) e de Caveolina-1
(Cav-1), em espécimes de couro cabeludo de pacientes com LPP forma classica, tanto
nas areas clinicamente afetadas (LPP-A) quanto nas areas clinicamente ndo afetadas
(LPP-NA), em comparagao com controles saudaveis (CS) e correlacionar a expressao
dos marcadores com o indice de atividade de LPP (LPPAI) e com a intensidade do
infiltrado inflamatdrio. Métodos: As 31 amostras LPP-A (n=10), LPP-NA (n=10) e CS
(n=11) foram submetidas a estudo anatomopatologico, imuno-histoquimico e/ou
imunofluorescéncia. Os testes estatisticos de correlagdo de Spearman. analise de
variancia (ANOVA) de duas vias e teste de Tukey foram analisados pelo software
GraphPadPrism 10.0. Resultados: O TLR2 e o TLR3 expressam padrao
citoplasmatico em todo o FP, exceto na bainha radicular interna (BRI). O TLR3 no
istmo tem expressao mais intensa nos CS, intermediaria em LPP-NA e menos intensa
em LPP-A. A expressao de TLR3 em LPP-A tem correlag&o forte negativa com LPPAI.
A expressao de TLR4 e TLR5 tem padrao citoplasmatico, presente na camada basal
no infundibulo, em todas as camadas da bainha radicular externa (BRE) na regido de
istmo e suprabulbar, presente discretamente na BRI e ausente no bulbo. O HLA-G
expressa padrdo citoplasmatico na camada granulosa no infundibulo, padrao
perinuclear na BRE no istmo, suprabulbar e bulbo, e é ausente na BRI. A Cav-1
expressa padrao membranoso na camada basal no infundibulo, camada basal da BRE



na regido do istmo, € ausente na BRI e discretamente positiva na BRE na regido
suprabulbar e bulbo. Na avaliagdo anatomopatolégica, amostras de LPP-NA
apresentam infiltrado inflamatorio ao redor do istmo de intensidade equivalente ou
menor que LPP-A. Infiltrado inflamatorio ao redor do istmo, degenerag¢ao vacuolar do
epitélio folicular, hiperqueratose periosteal, infiltrado perifolicular rechagado por
fibrose e fibrose eosinofilica estdo presentes em amostras de CS. Conclusao: A
expressdo de HLA-G, TLR 2, 3, 4 e 5 e Cav-1 varia em intensidade e padrao de acordo
com a regido do FP. Dentre eles destaca-se o TLR3 que & expresso no istmo dos
controles saudaveis, esta diminuido na area ndo afetada e tem ainda menor
expressao na area afetada. Pesquisas futuras poderdo confirmar seu papel na
fisiopatologia do LPP e sua relevancia como marcador diagnostico e prognostico desta

enfermidade.

Palavras-chave: Alopecia. Liquen plano. Receptores toll-like. Antigenos HLA-G.

Caveolina-1.



ABSTRACT

Anzai A. Analysis of the expression of HLA-G, TLR 2, 3, 4 and 5 and Cav-1 within the
scalp hair follicle of patients with lichen planopilaris [thesis]. Sdo Paulo: Universidade
de Sao Paulo, Faculdade de Medicina; 2023.

Introduction: Lichen planopilaris (LPP) is a primary cicatricial alopecia that causes a
major impact on quality of life due to irreversible hair loss and symptoms as itching,
burning and pain. Histopathology findings show a lichenoid infiltration to the hair follicle
(HF), specifically around the isthmus, where the follicular stem cells reside. The
etiopathogenesis is unknown and consequently the treatments are poorly effective.
Objectives: To evaluate the expression of toll-like receptors 2, 3, 4 and 5 (TLR2,
TLR3, TLR4, TLRS), Human Leukocyte Antigen G (HLA-G) and Caveolin-1 (Cav-1) in
scalp biopsies of patients with classic form of LPP, both in clinically affected areas
(LPP-A) and in clinically nonaffected areas (LPP-NA) in comparison with healthy
controls (HC) and correlate the expression of these markers with the LPP activity index
(LPPAI) and the intensity of the inflammatory infiltrate. Methods: The analysis of the
31 samples of LPP-A (n=10), LPP-NA (n=10) and HC (n=11) included histopathology,
immunohistochemistry and/or immunofluorescence study. Spearman's statistical
correlation test, two-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey test were analyzed
using GraphPadPrism 10.0 software. Results: TLR2 and TLR3 express a cytoplasmic
pattern throughout the HF, except in the inner root sheath (IRS). TLRS in the isthmus
is more intensely expressed in HC, moderately expressed in LPP-NA and less
intensely expressed in LPP-A. TLR3 expression in LPP-A has a strong negative
correlation with LPPAI. The expression of TLR4 and TLRS has a cytoplasmic pattern,
present in the basal layer in the infundibulum, in all layers of the outer root sheath
(ORS) in the isthmus and suprabulbar region, weakly present in the IRS and absent in
the bulb. HLA-G expresses a cytoplasmic pattern in the granular layer in the
infundibulum, a perinuclear pattern in the ORS in the isthmus, suprabulbar and bulb,
and is absent in the IRS. Cav-1 expresses a membranous pattern in the basal layer in
the infundibulum, basal layer of the ORS in the isthmus region, is absent in the IRS



and weakly positive in the ORS in the suprabulbar region and bulb. In histopathology
evaluation, LPP-NA samples present an inflammatory infiltrate around the isthmus of
equivalent or lower intensity than LPP-A. Perifollicular lymphocytic infiltrate around the
isthmus, vacuolar degeneration of the follicular epithelium, periosteal hyperkeratosis
and eosinophilic fibrosis are present in HC samples. Conclusion: The expression of
HLA-G, TLR 2, 3, 4 and 5 and Cav-1 varies in intensity and pattern according to the
HF region. Among them, TLR3 stands out for being expressed in the isthmus of HC,
and whose intensity is reduced in LPP-NA and is even less expressed in LPP-A. Future
research may confirm its role in the pathophysiology of LPP and its relevance as a

diagnostic and prognostic marker for this disease.

Keywords: Alopecia. Lichen planopilaris. Toll-like receptor. HLA-G antigens.

Caveolin-1.
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1 INTRODUGAO

O liquen plano pilar (LPP) € uma doenga inflamatoria crénica que agride os
foliculos pilosos (FP) levando a destruigéo folicular. Faz parte do grupo das alopecias
cicatriciais primarias (ACP), doencgas ainda pouco compreendidas, caracterizadas por
uma via final comum de substituicdo da estrutura folicular por tecido fibroso. O LPP é
classificado como uma ACP linfocitica' e acomete principalmente o couro cabeludo.
Clinicamente se caracteriza por hiperqueratose folicular, eritema perifolicular e perda
de orificios foliculares. Na forma classica, as lesbes no couro cabeludo podem ser
Unicas ou multiplas e geralmente envolvem o vértice e a area parietal’. O LPP afeta
intensamente a qualidade de vida do paciente, tanto pelo dano inestético irreversivel

como também pela presenca frequente de sintomas como prurido, ardor e dor3.

A etiopatogenia do LPP n&o é conhecida e ha poucos trabalhos sobre o
assunto. A histopatologia é caracterizada por agressdo liquenoide aos FP,
especificamente a regido do istmo, onde esta localizado o bulge, local de reservatorio
de células-tronco foliculares, além de fibrose perifolicular concéntrica e perda das
glandulas sebaceas. Nas fases tardias, ha substituicdo dos FP por tratos fibrosos

cicatriciais, que caracteriza a perda irreversivel das alopecias cicatriciais*®.

Varios esquemas de tratamento foram propostos no LPP, mas até o momento
nenhum foi reconhecido como padrdo ouro. Os esquemas terapéuticos atuais
frequentemente ndo alcangam o objetivo do tratamento, que visa estagnar ou reduzir

a progressao da enfermidade, controlar sintomas e sinais de inflamagao®.

Os resultados insatisfatorios dos tratamentos s&o consequéncia do
conhecimento escasso dos mecanismos imunes especificos que culminam com a
expressao clinica de LPP. Deste modo, torna-se relevante identificar os mecanismos
patolégicos envolvidos na doenga para que possam futuramente servir como alvos

especificos para o diagnostico e tratamento de LPP.
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OBJETIVOS

GERAIS

Avaliar a expresséao tecidual de ftoll-like receptors 2, 3, 4 e 5 (TLR2, TLRS3,
TLR4, TLRS), do Human leukocyte antigen G (HLA-G) e de Caveolina-1 (Cav-1), em
areas clinicamente afetadas e nao afetadas de pacientes com LPP forma classica.

ESPECIFICOS

a)

Correlacionar a expressao de TLRs, HLA-G e Cav-1 no FP dos pacientes
com LPP forma classica com o indice de atividade de LPP e com a
intensidade do infiltrado inflamatério observado nos espécimes analisados

por exame histopatologico;

Descrever e comparar a expressao tecidual de TLR2, TLR3, TLR4, TLR5,
HLA-G nas diferentes partes do FP (infundibulo, istmo, suprabulbar e
bulbo) em bidpsias de areas clinicamente afetadas e n&o afetadas de
pacientes com LPP forma classica e de controles saudaveis através de
imuno-histoquimica (IHQ);

Descrever e comparar a expressao tecidual de receptores TLR2, TLR3,
TLR4, TLR5 e comparar com a expressao de Cav-1 nas diferentes partes
do FP (infundibulo, istmo, suprabulbar e bulbo) em bidpsias de areas
clinicamente afetadas e ndo afetadas de pacientes com LPP forma classica
e de controles saudaveis através de imunofluorescéncia direta (IFD).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1  FOLICULO PILOSO

3.1.1 Anatomia do foliculo piloso e o ciclo capilar

O FP é um miniérgdo formado pela interagdo do neuroectoderma e
mesoderma’. Possui caracteristicas Unicas porque se modifica ao passar por ciclos
de crescimento (anageno), regressdo mediada por apoptose (catageno) e quiescéncia
relativa (telogeno). Em cada ciclo, uma nova haste é formada, e a haste antiga é

liberada em um processo regulado ativamente denominado exdgeno®.

O FP é a estrutura essencial do cabelo porque produz a haste capilar, parte
visivel a partir da superficie da pele. O FP tem intima relacdo com a glandula sebacea
e 0 musculo piloeretor, que em conjunto, formam a unidade pilossebacea. Além disso,

o FP também interage com a complexa rede vascular e neural da pele’.

O epitélio do FP é formado por camadas de células organizadas
concentricamente. A camada mais externa do FP, que faz contato com a derme, € a
bainha radicular externa (BRE). Ao lado da BRE no lado dérmico, ha duas camadas
de fibras colagenas dispostas ortogonalmente que formam a camada vitrea conhecida
como lédmina dérmica. A BRE contém um reservatorio de células-tronco de
queratinécitos e melandcitos denominada bulge (protuberancia). Esta regido foi
primeiramente identificada nos FP de roedores como area protuberante entre a
insercdo do musculo piloeretor e o ducto da glandula sebacea. Em humanos, as
células-tronco localizam-se na mesma regido, mas sem a formacdo de uma

protuberancia anatdmica e o nome bulge tem sentido figurado®.

Internamente a BRE esta a bainha radicular interna (BRI) que consiste em trés

porcdes: camada de Henle, camada de Huxley e a cuticula da BRI. A cuticula da BRI
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se junta a cuticula da haste do cabelo, ancorando a haste capilar ao foliculo. As células
da BRI produzem queratinas e trico-hialina, que funcionam como um cimento
intercelular. A fungao da BRI é servir de apoio e de molde para a haste do cabelo em

crescimento, bem como para orientar seu movimento ascendente®.

Didaticamente, o FP é dividido em uma porgao superior permanente, que nao
se modifica durante o ciclo capilar (até a altura da inser¢gdo do musculo piloeretor), e

uma porgéo inferior ciclica, ou transitoria (figura 1).

Figura 1 - Esquema da anatomia da unidade pilossebacea

Fonte: Adaptado de Rishikaysh et al., 201410,

Legenda: A unidade pilossebacea compreende o foliculo piloso (FP), a glandula sebacea (GS) e o
musculo piloeretor (MPE). O FP é divido em partes: o infundibulo compreende a parte superior
da abertura folicular até a inser¢gdo da GS; o istmo é delimitado superiormente pela insercao
da GS e inferiormente pela inser¢do do MPE; o bulbo capilar contém a papila dérmica (PD) e
as células da matriz (m). A regido do bulge (B) esta localizada no local de inser¢do do MPE
na BRE. Uma linha pontilhada separa a parte superior permanente da parte inferior transitéria.
H: haste do cabelo.
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A parte superior do FP, permanente, é composta pelo infundibulo, que se
estende da abertura folicular na epiderme até a abertura do ducto sebaceo e
corresponde a uma invaginagao da epiderme na estrutura folicular. Logo abaixo esta

o istmo, que contém o bulge, delimitado pelo ducto sebaceo e o musculo piloeretor®.

A parte inferior modifica-se de acordo com as fases do ciclo capilar. A fase
anagena representa fase de crescimento ativo e pode durar anos. Inicialmente as
células progenitoras do cabelo proliferam, envolvem a papila dérmica em crescimento,
crescem em direcao inferior e comecam a se diferenciar na haste e BRI. A haste
recém-formada comeca a se desenvolver e os melandcitos localizados na matriz do
cabelo mostram atividade melanogénica, pigmentando a haste capilar.
Posteriormente ha formacédo do bulbo capilar epitelial em torno da papila dérmica,
localizada profundamente no tecido subcutaneo, e a nova haste capilar aparece na
superficie da pele. O bulbo capilar é a por¢gao mais inferior do FP, responsavel por
produzir ativamente o cabelo; envolve os queratinécitos da matriz e a unidade
pigmentar do FP e a papila dérmica. A papila dérmica é formada por células com
estroma rico em mucopolissacarideos que se interligam a fibras nervosas e a uma
unica alga capilar. O tamanho da papila dérmica determina o didmetro da haste. Além
disso, produz de fatores de crescimento essenciais na regulagdo do crescimento

capilar e a melanogénese?® 1.

A regido que compreende a porgao acima do bulbo capilar até o istmo recebe
o0 nome de zona suprabulbar (ou haste, do inglés stem). Nesta regido as varias
camadas concéntricas especializadas do foliculo anageno comegam a se

diferenciar'. A figura 2 mostra as partes do FP no exame histoldgico.

No inicio da fase catagena, a diferenciagao e proliferacdo dos queratinécitos da
matriz capilar diminuem significativamente, a melanogénese € interrompida e cessa a
producdo da haste. O FP sofre regressado induzida por apoptose e se forma uma
estrutura chamada de cabelo em clava. Esta estrutura em clava é caracterizada por
uma massa de queratina triquilemal circundada pela BRE e camada vitrea espessada,
que ancora a haste no foliculo telégeno durante a regressao folicular que possui
sentido ascendente. A papila dérmica é transformada em agrupamento de células
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quiescentes proximas ao epitélio do FP em regressé&o e viaja do subcutaneo até a

derme profunda. Esta fase dura algumas semanas®®1".

Segue a fase teldégena, de repouso. Os FP telogenos sao caracterizados por
auséncia de melandcitos produtores de pigmento e de BRI. A papila dérmica fica em
repouso, intimamente ligada a uma pequena camada de queratindcitos do germe
capilar secundario contendo células-tronco oriundas do bulge. No final deste estagio,
a haste é desprendida (fase exdégena) e em algumas semanas depois o FP entra

novamente na fase de crescimento®911.
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Figura 2 - Anatomia do foliculo piloso em exame histoldgico

Infundibulo

Fonte: Departamento de Dermatologia — HCFMUSP.

Legenda:BRE: bainha radicular externa, BRI: bainha radicular interna, DGS: ducto da glandula
sebacea, GS: glandula sebacea, MPE: musculo piloeretor, H: haste, M: matriz, PD: papila
dérmica. HE.
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3.1.2 Privilégio imune

O termo imunoprivilégio (IP) foi criado por Sir Peter Medawar em 19483 para
descrever a protecao a resposta imune inflamatoria que as estruturas vitais usufruiam
apos a inoculagédo de alotransplantes em certos 6érgéos, tais como os testiculos, a
placenta, o cérebro e o olho. Esta definicdo foi posteriormente estendida para refletir
um estado de supressao imunoldgica mantido por complexos mecanismos especificos
a cada tecido que suprimem a inflamagéo e promovem a tolerancia imunolégica. Em
1991, Westgate et al. investigaram a relacdo entre células imunes, proteoglicanos e
distribuicdo de MHC (major histocompatibility complex) de classe | na pele durante o
ciclo capilar em camundongos. Concluiu-se que no anageno e telégeno, ha auséncia
de expressao de MHC de classe | na porgao inferior do FP. Em oposi¢ao, no catageno,
as células epiteliais remanescentes expressam MHC de classe | e um grande numero

de macrdéfagos ativados esta ao redor dos FP.

Atualmente, o conceito de IP no FP é bem estabelecido. Uma das principais
funcdes do IP é proteger os antigenos gerados durante o anageno do reconhecimento
imunologico e induzir um estado de tolerancia periférica sempre que expostos ao
sistema imune. Similarmente a outros tecidos de IP, o FP tem expressao
diminuida/ausente de MHC classe | e Il; delecdo de células T auto ou alo-reativas por
indugdo de apoptose via Fas, também conhecido como CD95 (cluster de
diferenciagao) ou APO-1 (apoptosis antigen 1); modulagao de sinais coestimulatorios;
barreira de matriz extracelular que impede a infiltragdo por células imunes e producao
local de imunossupressores potentes’. Nos FP humanos, os principais
imunomoduladores do IP secretados s&o: aMSH (a-melanocyte stimulating hormone),
TGF B1/2 (transforming growth factor 31/2), IL (interleucina)-10 e IGF -1 (insulin-like
growth fator-1)'6.17,

Inicialmente, acreditava-se que o IP do FP fosse restrito ao bulbo anageno.
Porém, ele também se estende ao bulge para proteger o reservatorio de células-tronco
foliculares, necessarias para a regeneragdo. O bulge demonstra expresséo
aumentada de CD200, uma glicoproteina transmembrana do tipo 1 que interage com
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o receptor CD200 para gerar sinais anti-inflamatérios e de tolerancia’®. Mais
recentemente, demonstrou-se que células mesenquimais do FP, especialmente as da

papila dérmica e células da bainha dérmica também exibem caracteristicas de IP*°.

A perda do IP do FP resultaria em ativagdo do sistema imunoldgico contra
estruturas do FP, resultando nas alopecias imunomediadas.

3.2 ALOPECIAS CICATRICIAIS PRIMARIAS

As alopecias cicatriciais s&o um grupo diversificado de doengas caracterizadas

pela destruicdo permanente do FP com perda capilar irreversivel.

Nas ACP, o FP é o alvo principal da destrui¢cao inflamatoria. Nas alopecias
cicatriciais secundarias, a destruicdo folicular ocorre acidentalmente, como por
exemplo apés infecgdes por dermatéfitos, processos infiltrativos, canceres, trauma,

radiagdo ou queimaduras’.

As ACP foram classificadas pela NAHRS (North American Hair Research
Society) de acordo com o tipo celular predominante de infiltrado inflamatério
observado nas bidpsias de couro cabeludo (quadro 1). A epidemiologia das ACP na

populagio geral é desconhecida’.
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Quadro 1 - Classificacdo das alopecias cicatriciais primarias segundo a NAHRS

(North American Hair Research Society)

Lupus eritematoso cuténeo crénico

Liquen plano pilar

e LPP classico
¢ Alopecia frontal fibrosante
¢ Sindrome de Graham-Little

Linfociticas Pseudopelada classica (Brocq)

Alopecia cicatricial central centrifuga

Alopecia mucinosa

Queratose folicular espinulosa decalvante

Foliculite decalvante

Neutrofilicas

Foliculite/celulite dissecante

Foliculite (acne) queloidiana

Mistas Foliculite (acne) necrética

Dermatose pustulosa erosiva

Alopecia cicatricial idiopatica com achados clinicos e histopatologicos

Nao especificadas . .
P inconclusivos

Fonte: Adaptado de Olsen et al., 2003".
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3.3 LIQUEN PLANO PILAR

3.3.1 Histérico e classificagcao

Em 1895, Pringle relatou que lesdes foliculares eram presentes em pacientes
com liquen plano, e denominou esta condicdo de LPP: tipo folicular de liquen plano
cutaneo (LPC). Ele observou um paciente com "placa de liquen plano, do tamanho de
meia coroa, no brago direito e faixa de liquen pilar em cada lado do pescog¢o”. Dois
anos depois, relatou um caso semelhante e um terceiro caso foi 0 de um homem de
69 anos que apresentava, além de lesdes foliculares nas areas supraclaviculares,
placas semelhantes no couro cabeludo. Durante o acompanhamento, lesées de LPC
surgiram na face interna de cada joelho, justificando o diagnédstico original®.

Durante a fase ativa de inflamagao, as areas afetadas do couro cabeludo
apresentam sinais inflamatérios, principalmente eritema e descamagao peripilares. Na
fase tardia da doenca, ha perda de 6stios foliculares com pouca alteragado da pele,
uma vez que a doenga afeta preferencialmente as estruturas foliculares, em geral

poupando a regido interfolicular®.

Segundo a NAHRS, o LPP é divido em trés padrdes ou variantes: a forma
classica, a alopecia frontal fibrosante (AFF) e a sindrome de Graham-Little'. A forma
classica € caracterizada por areas localizadas de alopecia no couro cabeludo,
preferencialmente na regido parietal ou no vértice, mas que podem afetar qualquer
regido do couro cabeludo. As placas podem aumentar de tamanho e em numero,
confluindo em lesbes maiores e até comprometerem todo o couro cabeludo. O
envolvimento de supercilios e pelos do corpo ndo € comum. A AFF acomete
predominantemente mulheres na pds-menopausa, causando alopecia cicatricial da
linha de implantagdo frontal do couro cabeludo e frequentemente dos supercilios e
outros pelos do corpo. Em muitos casos, a AFF também se manifesta com alteragbes
cutaneas como as papulas da face e liquen plano pigmentoso?'?2. A sindrome de
Graham-Little € uma condic¢ao rara que apresenta lesées de LPP no couro cabeludo
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associadas a alopecia do corpo, como axilas ou pubis, e lesbes tipo queratose pilar

disseminadas®.

Por terem apresentagao clinica, epidemiologia e histéria natural diferentes,
alguns autores consideram controversa a classificagdo AFF como uma variante clinica
do LPP, preferindo considera-las como entidades distintas?®. A associagdo entre AFF
e LPP foi mencionada em 41 pacientes na literatura, mas o tema é pouco discutido?*.
No presente trabalho, o termo LPP se refere a forma classica de apresentagao e os
demais subtipos sao referidos por seus nomes especificos.

Outro ponto de controvérsia na literatura é a relagdo entre LPP e a
pseudopelada de Brocq (PPB). PPB é definida clinicamente como areas de alopecia
descontinuas, lisas e em tom de pele sem hiperqueratose folicular ou inflamacéao
perifolicular!. Baseados em relatos de pacientes que apresentavam lesdes no couro
cabeludo compativeis com PPB e lesdes de LPC coexistentes e/ou alteragdes
liquenoides na histologia, alguns autores acreditam que a PPB represente um estagio
final de varias dermatoses como lupus eritematoso, LPP, esclerodermia, foliculite
inflamatoria e foliculose ceratética. Outros autores sugerem que a PPB é uma
entidade distinta?®. Ainda ndo ha consenso sobre o tema e a classificagdo atual
manteve a PPB como entidade distinta de LPP".

Posteriormente a esta classificagdo, outras formas clinicas de LPP foram
descritas, que se apresentam com um padrao difuso de alopecia cicatricial linfocitica:
Fibrosing alopecia in pattern distribution®®, Cicatricial pattern hair loss?’, Lichen
planopilaris diffuse pattern®.

3.3.2 Epidemiologia

O LPP é uma doenga incomum e sua real prevaléncia é desconhecida. Em
muitos artigos os casos de AFF e LPP s&o descritos como um grupo unico o que torna

a caracterizagdo epidemioldgica menos precisa?®3°. Nas maiores séries de casos a
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idade de inicio varia de 25 a 70 anos; sendo a maioria mulheres caucasianas no inicio

dos cinquenta anos®31-33,

Recentemente um estudo retrospectivo da cidade de Nova lorque estimou
prevaléncia de 0,017% de LPP e 0,015% de AFF34. Outro estudo obteve, através de
banco de dados do National Institute of Health dos Estados Unidos, uma estimativa
de 0,043% de LPP incluindo AFF35. Um estudo coreano obteve prevaléncia de 0,005%
de LPP, ainda menor do que os estudos americanos, porém, com significativo

aumento nas ultimas décadas?®.

Ha poucos dados sobre possiveis diferengas raciais. Em um estudo chileno, o
LPP predominou em mulheres, mas os homens acometidos apresentavam idade de
inicio significativamente menores®’. Todos os estudos confirmam que o LPP é mais

prevalente em mulheres acima dos 50-60 anos.

Um estudo de 2008 avaliou a porcentagem de LPP em novas consultas em
quatro centros de referéncia de doencas de cabelo dos Estados Unidos num periodo
de 1 ano; a incidéncia anual de LPP variou de 1,15% a 7,59% e o LPP foi a causa de
alopecia cicatricial em até 25% dos pacientes®. Ja em outro estudo de 2019, que
incluiu 22 servigos referenciados especializados em doencgas de cabelo do mundo, o

LPP foi responsavel por 7,6% de todos os diagndsticos®.

LPP em crianga é considerado raro e poucos casos foram relatados na
literatura. Em estudos de liquen plano em criangas, a forma LPP variou de 0% a
11.7%0.

3.3.3 Aspectos clinicos e histéria natural da doencga

O LPP classico apresenta-se como areas de alopecia multifocais,
coalescentes, tipicamente no vértice e regides parietais. Na periferia das areas
alopécicas, que correspondem as margens de expansdo da doenga, ha graus

variados de eritema e descamacéo perifolicular como mostra a figura 3. Estes sinais
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também podem estar presentes em outras areas do couro cabeludo que nao
apresentam perda capilar®#'. Pustulas s&o infrequentes no LPP e podem mimetizar
foliculite decalvante e outras formas de alopecia neutrofilica*?. Sintomas como prurido,
queimacéo ou dor e o teste de tragao positivo com desprendimento de fios anagenos

sao associados a maior atividade inflamatoria.

Figura 3 - Quadro clinico do liquen plano pilar — forma classica

Fonte: Departamento de Dermatologia - HCFMUSP.

Legenda:Area de alopecia cicatricial, com eritema e descamac&o peripilares nas margens.

O curso do LPP é imprevisivel. Alguns pacientes mantém perda capilar
lentamente progressiva com periodos de maior atividade; outros podem ter rapida
progressdo, acompanhada ou n&o de sinais inflamatorios e sintomas, alternando com

periodos de remissdo®*!.

Geralmente apenas o couro cabeludo é afetado, mas o LPP também pode

acometer os pelos da face*® e corpo**+7.
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Associagao da forma classica de LPP com outros subtipos como LPC e liquen
plano oral (LPO) é frequentemente descrita®>. Em uma série de 45 pacientes de LPP,
50% apresentavam envolvimento concomitante da mucosa e/ou da pele, que, na
maioria dos casos, se desenvolveu apos o inicio da perda capilar*®. Em outras séries,
a associagdo com outras formas de liquen plano € menos frequente®#'44. Em um
estudo de 584 casos de LPO, apenas 6 tinham LPP associado*®, em outra série de
casos de pacientes com liquen plano vulvovaginal-gengival, 75% apresentavam
lesbes no couro cabeludo compativeis com LPP%0.

3.3.4 Tricoscopia

A tricoscopia € um método para visualizagcdo das estruturas das hastes e do
couro cabeludo através do emprego de aparelhagem o6tica que permite um aumento
variavel de 6 a 1000x. O método foi primeiramente desenvolvido para capilaroscopia
e analise de lesbes pigmentadas cuténeas, principalmente para detec¢ao precoce de
melanoma. Nas alopecias e disturbios do couro cabeludo, a tricoscopia aumenta a
capacidade de diagnostico, quando comparada a inspec¢ao clinica simples a olho nu,
e é considerada indispensavel na avaliagdo destes pacientes®!. A tricoscopia também
€ ferramenta util na selegcdao dos locais para a biopsia de couro cabeludo, pois
identifica as areas com sinais caracteristicos da doenga®?.

Todas as alopecias cicatriciais, primarias ou secundarias, terdo, a tricoscopia,
diminuicdo da densidade capilar e auséncia de aberturas foliculares, ja que os
foliculos sdo substituidos por fibrose®'. No LPP a tricoscopia revela pontos brancos
grandes, irregulares e mal delimitados, correspondentes a fibrose, sobre areas
vermelho-leitosas. Ocasionalmente € possivel observar pontos castanhos ou azuis
acinzentados perifoliculares, que correspondem a incontinéncia pigmentar,
secundaria a inflamagéo na jungdo dermoepidérmica ao redor dos pelos®3, e vasos

sanguineos lineares alongados®'54,
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Nas margens das areas alopécicas a tricoscopia mostra eritema do couro
cabeludo tanto difuso quanto perifolicular e descamacao branco-prateada ao redor
dos pelos que caracteristicamente abraga os fios até alguns milimetros acima da
superficie do couro cabeludo e é melhor vista sem liquido de contato (figura 4). Alguns
fios distréficos, denominados pili torti adquiridos e pequenos tufos, agrupamentos de
5 a 9 hastes, podem estar presentes (figura 5), assim como fios quebrados, pontos

pretos e rede vascular irregular®’.54,

Figura 4 - Tricoscopia do liquen plano pilar: auséncia de 6stios foliculares,

descamacao peripilar, pontos castanhos dispersos, haste distréfica e vasos

sanguineos irregulares

Fonte: Departamento de Dermatologia — HCFMUSP.

Legenda:Area de alopecia sem visualizagdo de dstios foliculares, descamacdo peripilar, pontos
castanhos dispersos, haste distrofica e vasos sanguineos irregulares.
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Figura 5 - Tricoscopia do liquen plano pilar: eritema difuso, descamacéo peripilar,
pequenos tufos e pustulas

4

Fonte: Departamento de Dermatologia — HCFMUSP.

Legenda: Eritema difuso, descamacgao peripilar, pequenos tufos e raras pustulas na margem da area
alopécica, localizada no canto superior direito, onde n&o ha visualizagao de 6stios foliculares.

3.3.5 Comorbidades

Apesar de um estudo ter concluido que o LPP é associado a menor risco de
hipotireoidismo®°, na maioria das publicagées o LPP é associado a um risco maior de
hipotireoidismo®6-%°. Qutras doengas autoimunes como doenca inflamatéria intestinal,
artrite reumatoide e lupus eritematoso sistémico mostraram correlagéo positiva em um
trabalho que avaliou LPP incluindo todas as suas variantes®®%°, mas n&o foram

relacionadas em estudo que avaliou o LPP classico isoladamente®’.

A associagdo com deficiéncia de vitamina D5%980  depress&o®’ %,
ansiedade®”%8 e disturbios do sono®”-%8 teve resultados conflitantes nos estudos, assim

como a associagao com hiperlipidemia, hipertensdo e doenca cardiaca isquémica,
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que permanece controversa®®5%585 Em alguns estudos, diabetes mellitus tipo 2

mostrou correlagédo negativa com LPP57:61,

Quanto a doencgas dermatoldgicas, o LPP foi associado a psoriase®%:58.59.61
rosacea?%%8, dermatite atdpica®®>® e aos canceres de pele (carcinoma basocelular,
carcinoma de células escamosas e melanoma)?®%8%° sendo estes Ultimos nao

associados em outro estudo®’.

A tabela 1 resume as comorbidades investigadas nos pacientes com LPP

(compreendendo todos os subtipos) nos estudos caso-controles publicados.

Em uma série de 70 pacientes femininas com diagnostico de LPP, 14,3%
apresentavam hirsutismo e 40% sindrome dos ovarios policisticos ou excesso de
androgénios, diagnosticado por dosagens laboratoriais de testosterona total,
testosterona  livre, porcentagem de  testosterona livre, sulfato de
desidroepiandrosterona e androstenediona, porém sem comparagdo com grupo

controle®’. A associagdo com hirsutismo também foi descrita em outro estudo®”.



Tabela 1 - Comorbidades associadas a liquen plano pilar
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Referéncia

Fonte de dados

Atrite Reumatoide
Lupus eritematoso sistémico
Diabetes tipo 1
Colite Ulcerativa
Vasculite
Esclerose multipla
Sd Sjogren
Doenga de Crohn

Outras

Hipotireoidismo *
Hipertireoidismo
Tireoidide de Hashimoto
outras doengas da tireoide

Rosacea
Psoriase
Vitiligo
Liquen Plano
Alopecia areata
CPNM
Melanoma

Dermatite atopica
Rinite alérgica
Asma
Obesidade

Brankov et al.,
2018%

Cleveland Clinic
Foundation

NA

NA
NA
NA
NA

o O + O

Fertig
et al., 20185

Riyadh, Saudi Arabia & Miami,
EUA

NA
+
NA
NA
NA
0
NA
0

NA

NA
NA

Manatis-Lornell, et al.,
2020%°

Massachusetts General
Hospital

o O o

Polimialgia reumatica 0

o O O o

NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA

Trager
et al., 20215’

Columbia University
Irving Medical Center

o O + O

o O o

Joshi
et al., 202258

All of Us database

NA
NA
NA
NA

NA
NA

NA
NA

Lim
et al., 2023%°

Coréia

+
+

NA
+

Behget 0
0
0
0

Espondilite anquilosante 0

NA
NA
NA

NA

o

+ O + +

Continua
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Conclusdo
Referéncia Brankov et al., Fertig Manatis-Lornell, et al., Trager Joshi Lim
2018% et al., 2018% 2020?%° et al., 2021%" et al., 2022% et al., 2023%
Insuficiéncia cardiaca NA - - NA + 0
Hipertenséao NA 0 NA + +
Hiperlipidemia + 0 0 NA + +
Diabetes tipo 2 + - NA - 0 +
Cardiopatia isquémica NA - 0 NA 0 0
AVC NA NA - NA NA 0
Outros Esteatose hepatica 0 DPOC 0 Glaucoma - Doenca arterial periférica 0
Anemia 0 NA NA NA NA 0
Deficiéncia de Ferro 0 NA NA NA NA +
Deficiéncia de Vitamina D ** + NA NA NA NA +
Alcoolismo NA NA NA NA 0 -
Ansiedade + NA 0 NA + Disturbios do humor+
Depressao + 0 0 NA +
Insénia 0 NA NA + NA
Dependéncia a nicotina NA NA NA NA 0 -
Hiperparatireoidismo 0 NA 0 NA NA NA
Sd dos ovarios policisticos NA NA 0 NA NA NA
Hirsutismo + NA NA NA NA NA
Hepatite C NA 0 0 NA NA NA
Doenga celiaca 0 NA 0 0 NA NA
Outros Sarcoidose 0 Malignidades 0 Fibrose uterina 0 NA HIV 0

Fonte:

Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda: *Hipotireoidismo foi associado positivamente em um estudo que avaliou doengas de tireoide em Cleveland Clinic Foundation (Mesinkovska et al., 20145¢).
**Deficiéncia de vitamina D foi associada positivamente em um estudo sobre deficiéncia de vitamina D (Shaheir et al., 2022%). + correlagéo positiva; -
correlagéo negativa; 0 sem correlagdo; NA nao avaliado; CPNM: Cancer de pele ndo melanoma; AVC: acidente vascular cerebral; DPOC: doenga pulmonar

obstrutiva cronica.
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3.3.6 Etiopatogenia

Apesar da etiopatogenia do LPP néo ser totalmente elucidada, admite-se que
os possiveis desencadeantes da doenca tenham como via comum o colapso do IP do
nicho de células-tronco epiteliais dos FP®. Demonstrou-se que no LPP ha uma
inversao do perfil associado ao IP, com expressdo aumentada de MHC classe | e |,
B2microglobulina e expressao reduzida de TGF-B2 e CD200. Em conjunto, ha
aumento de células T e células dendriticas plasmocitoides, e expressao aumentada
de quimiocinas induzidas por interferon (CXCL9, 10, 11)%.

Em situagdes de normalidade, as células do bulge encontram-se em estado
quiescente e podem ser ativadas para proliferarem durante o inicio do anageno. As
células-tronco sao essenciais para o ciclo capilar e fornecem as células diferenciadas
que formardo a BRI, cértex e medula®. Sem elas o FP perde o potencial de
crescimento, entra no estagio de catageno e involui com formagao de tratos fibréticos,

que caracterizam a alopecia cicatricial®®.

O mecanismo da perda de células-tronco foliculares ocorre via transicédo
epitelial para mesenquimal (TEM). Este € um processo fisiolégico em que as células
epiteliais assumem gradualmente uma morfologia semelhante a fibroblasto que ocorre
durante a embriogénese e cicatrizagdo de feridas, mas que foi identificado também
em processos patolégicos, como a transformacdo maligna de células epiteliais,

metastase de carcinoma e varias doengas fibréticas®®.

O evento inicial da perda do IP permanece desconhecido, embora os possiveis
desencadeadores incluam trauma cuténeo, superantigenos bacterianos, estressores
infecciosos ou psicoemocionais®’8. Relatos de pacientes que desenvolveram LPP
induzido por tragdo e pos cirurgia de transplante capilar®®’® sao particularmente
valorizados, pois sugerem que haja fenbmeno de Koebner, também chamado de
reacdo isomorfica: desenvolvimento de lesbes caracteristicas de uma doenga
particular ocorrendo no local do trauma fisico ou algum outro estimulo nocivo, tipico
de LPC™".
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No LPP, os desencadeantes ambientais eram considerados pouco relevantes
até o surgimento da AFF. A crescente incidéncia e a predominancia em mulheres na
pos-menopausa estimularam a procura por possiveis desencadeantes ambientais,
sendo o protetor solar e seus componentes os mais estudados. Entretanto, até o

momento ndo ha evidéncias suficientes para estabelecer uma relagdo causal direta’.

Dentre os outros desencadeantes propostos na literatura destacam-se os
defeitos primarios no funcionamento do PPARYy (Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma), cuja expressao tecidual esta diminuida em lesdes de LPP”3. O
PPARYy é um fator de transcricdo que regula o metabolismo lipidico e biogénese de
peroxissomas, organelas semelhantes aos lisossomos, responsaveis pela eliminagéao
celular de determinados residuos toxicos. A disfuncdo de PPARYy levaria a perda
progressiva de peroxissomos e consequentemente, haveria acumulo de lipidios pro-
inflamatorios e infiltragdo de células inflamatérias seguida de destruicdo da unidade
pilossebacea’®"®.

Outras vias foram implicadas na etiopatogénese de LPP e AFF. Uma delas ¢ a
via mTOR (mammalian target of rapamycin) que possui efeitos no sistema imunolégico
e na proliferagdo de células-tronco. As proteinas desta via estdo presentes em FP
normais e exibem expresséo alterada nos pacientes’®. Outro estudo reportou aumento
da expressao do receptor de hidrocarboneto arilico, que tem alta afinidade para as
dioxinas, poluentes organicos persistentes e subprodutos da atividade industrial’’. As
vias de inflamagdo neurogénica também foram investigadas, e alteragcdes na
expressao de neuropeptideos como a substancia P e peptideo associado ao gene da
calcitonina foram associados ao LPP e a AFF’8,

Recentemente, estudos para identificagdo de assinaturas de expressao génica
implicaram vias associadas a ativacdo de mastécitos, além da diminuicdo da
colesterogénese, aumento da expressdo de genes associados a fibrose e a
inflamagéo do eixo Th (T helper) 1: CD4, IFN-y (interferon-gama), STAT4 (signal
transducer and activator of transcription 4), e 1L-127°. Segundo os autores, os
mastocitos podem ser o elo entre a resposta imune inata, potencialmente envolvendo
mecanismos alérgicos, e as células Th1. Aléem disso, por expressarem o receptor de

IL-23, admite-se que os mastdcitos sejam produtores de IL-17A e IL-237%%0 |sto
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poderia estar relacionado com a expressao de IL-17 na area de fibrose perifolicular

em amostras de LPP?8",

A importancia da predisposi¢cao genética no LPP foi pouco explorada. Em um
estudo com pacientes judeus ndo Ashkenazi, populagdo que parece ter aumento da
prevaléncia de LPP, encontrou-se maior frequéncia dos alelos HLA DRB1*11 e

DQB1*03 nos doentes’2. Casos familiares de LPP também foram descritos®3.

3.3.7 Histopatologia

A histologia é a mesma em todos os subtipos de LPP, e se caracteriza por
infiltrado liquenoide de células T ao redor do FP, especificamente a regido do istmo,
onde esta localizado o bulge, local de reservatorio de células-tronco foliculares, (figura
6) além de fibrose perifolicular concéntrica, perda das gléandulas sebaceas e nas fases
tardias, e substituicdo dos foliculos por tratos fibrosos cicatriciais®248. Um grande
numero de mastdcitos também pode ser detectado nas lesbes ativas de LPP79:80,
Quando a histologia n&o mostra achados especificos, a coloragao para fibras elasticas
Verhoeff-Van Gieson pode ser util por mostrar padrao de elastolise em forma de cunha

nos casos de LPP84,

Em FP anagenos humanos normais, as células de Langerhans, células T CD4+
e células T CD8+ estdo presentes e concentradas principalmente no infundibulo,
provavelmente com fungdo de vigilancia na regido que é mais exposta ao meio
externo. A proporgdo de CD4:CD8 mostrou ser 2:1 em FP normais®. No LPP o papel
das células de Langerhans ainda € controverso. As células de Langerhans no LPP

foram relatadas como diminuidas®®-86-87 ¢ aumentadas®®.

Em adicdo a histopatologia, a IFD pode ser usada como ferramenta
diagnostica. Os padrbes de IFD caracteristicos de LPP sédo depdsitos globulares de
imunoglobulinas, principalmente IgM (Imunoglobulina M), depodsitos de C3
(componente 3 do complemento) e fibrinogénio localizados na derme papilar
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adjacente a jungdo dermoepidérmica. Ocasionalmente, observam-se depositos
globulares na BRE, e banda difusa de fibrina ao longo da jungdo dermoepidérmica e
ao redor dos FP®. Estes padrbes mostraram uma sensibilidade de 34% e uma
especificidade de 95% em LPP#. Segundo os autores do estudo, o método € util numa
pequena porcentagem de casos em que a histopatologia ndo € suficiente para o

diagnostico, particularmente no diferencial com lupus eritematoso.

Figura 6 - Exame anatomopatolégico do liquen plano pilar

Fonte: Departamento de Dermatologia — HCFMUSP.

Legenda:Exame anatomopatoldgico de liquen plano pilar, corte vertical. infiltrado linfo-histiocitario ao
redor do istmo do foliculo piloso, regido delimitada pela abertura do ducto sebaceo e a
insergdo do musculo piloeretor (ndo mostrado na figura). Hematoxilina e eosina.
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3.3.8 Tratamento

O objetivo do tratamento é diminuir ou estabilizar a progresséo da doenca e
aliviar sintomas e sinais inflamatorios. Assim, as expectativas do tratamento devem
ser esclarecidas aos doentes, ja que a repilagdo das areas alopécicas né&o é

esperada®.

A qualidade da evidéncia do tratamento de LPP é baixa. A maioria dos estudos
consiste em relatos de casos retrospectivos, pequenas séries e opinido de
especialistas (nivel de evidéncia lll e IV)%. Os métodos de avaliagéo disponiveis como
fotografias, tricoscopia, contagem de cabelos ou escores de pontuagao, muitas vezes
ndo sdo padronizados, o que dificulta a comparagdo entre os estudos®. A evolugdo
natural do LPP é amplamente variavel e a estabilizagcdo espontanea pode ser um
grande confundidor®'. Ademais, em um pequeno estudo prospectivo foi relatado que
pacientes considerados bons respondedores a terapia por avaliacdo clinica, na
verdade tiveram progressao da perda capilar quando mensurada por contagens de
cabelo em fotos com dispositivo estereotaxico®. Isto posto, a progressdo da doencga
nao parece se correlacionar completamente com os sintomas e os sinais visiveis de

inflamacéo.

Até o momento, as terapias para o LPP baseiam-se em drogas
imunossupressoras e/ou moduladoras pouco especificas. Uma revisao sistematica de
2013 sobre o tratamento da AFF e LPP concluiu que para pacientes de LPP a
ciclosporina oral ¢ a droga mais eficaz, seguida dos corticosteroides sistémicos®. Os
corticosteroides topicos e hidroxicloroquina oral também tiveram bons resultados. Do
total de 228 pacientes, 150 (65,8%) receberam corticosteroides tdpicos (79 pacientes)
ou hidroxicloroquina oral (71 pacientes, em 22 casos em combinagdo com
corticosteroides topicos). Houve boa resposta clinica em 53% e 23%, respectivamente
(nivel de evidéncia 4). Dos 38 pacientes que receberam ciclosporina oral ou
corticosteroides sistémicos, cerca de 60% apresentaram boa resposta clinica;
entretanto, alguns autores descrevem uma taxa de recidiva de 40% com estes

tratamentos (nivel de evidéncia 4). Cerca de um tergo dos pacientes tratados
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apresentou boa resposta clinica a tetraciclina ou doxiciclina oral, ao micofenolato de

mofetil oral e as preparag¢des de corticosteroides intralesionais (nivel de evidéncia 4)
90

Mais recentemente, um estudo retrospectivo analisou o tratamento de 90
pacientes que em sua maioria receberam hidroxicloroquina como primeira linha de
tratamento, seguido de metotrexate e micofenolato mofetil. A porcentagem de
pacientes que descontinuaram o tratamento, tanto por falha terapéutica quanto por
efeitos colaterais, foi de 26% com hidroxicloroquina, 31% por metotrexate e 53% por
micofenolato mofetil®3. Outro estudo comparou o tratamento de dois grupos de LPP
que receberam 15 mg de metotrexato por semana, sendo um grupo associado a 200
mg de prednisolona. Nao houve diferenca na melhora do LPPAI, em sintomas e
avaliagao fotografica entre os grupos apds 6 meses®.

Apos os estudos sobre a diminuicdo da expressao de PPARy no LPP,
investigou-se o potencial terapéutico da pioglitazona, um agonista do receptor de
PPARy habitualmente utilizado para tratamento de diabetes por aumentar a
resisténcia periférica a insulina. Um ensaio clinico randomizado comparou a eficacia
e seguranca de pioglitazona 15mg/d com clobetasol 0,05% t6pico uma vez ao dia por
6 meses. Ambos diminuiram sinais e sintomas no tempo de acompanhamento, sem
diferenga entre os grupos. A pioglitazona foi considerada associada a boa resposta
em 15% e a resposta parcial 60% com poucos efeitos colaterais®®. Outras publicagbes
relatam séries de casos com resultados variaveis de eficacia e de efeitos colaterais

da pioglitazona®-°.

Transplante capilar para LPP é viavel, porém ndo recomendado pelo risco de
perda de enxertos transplantados e recorréncia da doenga. Sao poucas as
publicagdes, sem padronizagdo no acompanhamento dos casos'%101, Além disso, o
viés de publicagao de resultado positivo deve ser considerado alto.

Outros tratamentos relatados na literatura com resultados variaveis sao:
naltrexone, um antagonista opioide com agao imunomoduladora’®1%3, inibidores das

Janus Associated Kinases (JAK) orais e topicos como tofacitinibe'®* e baricitinibe'°®,
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terapia a laser de baixa intensidade'%, terapia com luz de baixa intensidade'?’, terapia

com plasma rico em plaquetas'08109,

3.4 TOLL- LIKE RECEPTORS

3.4.1 Introdugao

A pele, as mucosas e o FP sao estruturas de barreira contra o meio externo e
assim, a primeira interface do sistema imunologico com o0s microrganismos. Sao
orgaos providos de diversos mecanismos da imunidade inata e da imunidade

adaptativa que interagem entre si para a protegéo contra os patdgenos invasores.

Um dos componentes da imunidade inata s&o os chamados pattern recognition
receptors, receptores capazes de reconhecer moléculas com conformagdes
especificas, padrbes moleculares encontrados nos patdgenos e ausentes nas células
humanas. A principal familia destes receptores s&o os TLRs. Os TRLs representam
uma familia de glicoproteinas transmembrana altamente conservadas através da
evolucdo e podem ser encontrados em diversas espécies. Em humanos foram
descritos 10 receptores desta familia. Cada subtipo de TLR exibe um padrao de
expressao peculiar e responde a sinais especificos. Seis estdo localizados na
membrana celular, para contato com o meio externo (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6
e TLR10) e 4 em organelas intracelulares como reticulo endoplasmatico e
endossomos para contato com invasores intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9).
Os ligantes ativadores desses receptores sao de diversas naturezas como lipideos,
lipoproteinas, proteinas e acidos nucléicos. Alguns TLRs associam-se com outros
formando homo ou heterodimeros, o0 que aumenta a especificidade dos receptores

para detectar diferengas sutis dos componentes microbianos''%111,

Os TLRs reconhecem assinaturas moleculares especificas de microbios
conhecidas como PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) e moléculas
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autoderivadas provenientes de células danificadas, chamadas de DAMPs (damage-
associated molecules patterns) por ex. HMG-B1 (high-mobility group box1), proteinas
de choque térmico e fibrinogénio. Apds o reconhecimento de PAMPs e DAMPs, os
TLRs recrutam proteinas adaptadoras como MyD88 (myeloid differentiation primary
response protein 88) e TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3),
que iniciam vias de transduc¢ao de sinal que culminam na ativacdo de fatores de
transcricdo como NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), IRFs (interferon regulatory factors) ou MAP (mitogen-activated protein)
quinases para regular a expressao de citocinas, quimiocinas e IFN tipo 1'%112. Os
TLRs regulam a ativacdo de células apresentadoras de antigenos, assim como
regulam a ativagao, o crescimento, a diferenciagédo, e o desenvolvimento e a fungéo

das células T, sendo uma ponte entre a imunidade inata com a adaptativa'"'.

Os TLRs sao expressos em todo tecido linfoide, principalmente em leucdcitos
do sangue periférico, mondcitos, linfocitos B e T, granulécitos e células dendriticas,
mas também estdo presentes em células nado linfoides, como células epiteliais
intestinal, pulmonar e renal, diferentes células do sistema nervoso central,

cardiomiodcitos e fibroblastos sinoviais.

Além da funcdo de protegao contra organismos invasores, a interacdo destes
receptores com a microflora comensal é importante para a manutencdo da
homeostase'’®. Disfungbes na via de sinalizagdo sdo associadas a doencas

autoimunes, inflamatorias cronicas, alérgicas e neoplasias''".

Na pele, os TLR sdo expressos nos queratindcitos, células de Langerhans e
melandcitos e na derme nos macréfagos, células dendriticas, mastécitos, células B e
T, células endoteliais, adipdcitos e fibroblastos''?. O quadro 2, traduzido e adaptado
de Kumar 2021 resume os TLRs expressos nas células da pele humana, sua
localizagao e seus ligantes PAMPs e DAMPs™'4,

Os TLRs foram estudados em diversas patologias dermatoldgicas como acne,
rosacea, psoriase, dermatite atopica, pénfigo foliaceo, sifilis, hanseniase, infec¢des
por Staphylococcus aureus, dermatofitos, candida, herpes simples e varicela
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Quadro 2 - TLRs expressos em células da pele humana, sua localizagdo, PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) e DAMPs (damage-

associated molecular patterns)

Localizagao celular

TLRs do TLR PAMPs DAMPs Células cutaneas que expressam TLRs
” Fatores soluveis de triacil ; Fibroblastos, células de Langerhans,
TLR1 Membrana plasmatica lipopeptideo Desconhecido queratinécitos, melanécitos
TLR2 I\fl:sTnbértai‘;]: i Z?gii?)?cofhlfa;or’o?g;ggs Hsp60, 70 e gp96, e acido hialurbnico, amiloide  Fibroblastos, células de Langerhans,
P ’ PO » Ipoproteinas, A sérico, HMG-B1, versican, MMP2, PAUF queratinécitos, melandcitos
fagossomos zimosan, LPS atipicos
Endossomos e ' : Fibroblastos, células de Langerhans,
TLR3 endolisossomos RNA de fita dupla RNA mensageiro queratinocitos, melandcitos
Membrana ; . Hsp60, 70, fibronectina tipo Ill, gp96, acido . .
TLR4 plasmatica, LPS, taxgl, protelna de fusao, hialurénico, heparina sulfato, fibrinogénio, SAA, Flbroblasto_s, pglulas de La,ngerhans,
proteinas de envelope queratinécitos, melandécitos
fagossomos HMB-B1
” : Fibroblastos, células de Langerhans,
TLR5 Membrana plasmatica Flagelina HMG-B1 queratinécitos
Membrana . .
TLR6 ” L , - . Fibroblastos, células de Langerhans,
ITLR4 fplasmatlca, Di-acil lipopeptideos Amiloide beta e LDL oxidado queratinécitos
agossomos
Endossomos, L Fibroblastos, células de Langerhans,
TLR7 endolisossomos e RNA de fita S|\r/ri\rzlles de formato RNA fita simples (complexo imune) melanécitos, ativacdo de TLR3 induz
lisossomos expressao de TLR7 em queratindcitos
TLRS Endolisossomos RNA fita simples RNA fita simples Fibroblastos, células de Langerhans
Endossomos - . . .
. ’ citidina-fosfato-guanisina DNA do hospedeiro de células em morte . .
TLRg  ©ndolisossomos, o jeoxinucleotideos, DNA de  celular, DNA mitocondrial, complexo HMG-B1- T Problastos, celulas de Langerhans,
lisossomos e . , queratinécitos, melandécitos
f fita dupla, hemozoina DNA
agossomos
TLR10 Endolisossomos HIV-1 gp41 Desconhecido Fibroblastos, células de Langerhans

Fonte: Adaptado de Kumar, 20214,

Legenda:DNA: acido desoxirribonucleico, Hsp: heat shock proteins, HMG-B1: high mobility group box 1, HIV: virus da imunodeficiéncia humana, LPS:
lipopolissacarideos, LDL: low-density lipoprotein, MMP2: Matrix metalloproteinase, PAUF: pancreatic adenocarcinoma up-regulated factor, RNA:
Ribonucleic acid.




54

3.4.2 Os TLRs e as doencgas liquenoides

A relacdo dos TLRs com doengas liquenoides como LPC e LPO foi investigada
em alguns artigos (quadro 3). Nas lesdes de pele de LPC, a expressdo de TLR1 e
TLR2 se mostrou diminuida e com padrdo de expressao diferente dos controles’®.
Um outro estudo revelou valores significativamente menores por western-blot de TLR7
em comparagado com os controles, independente de apresentarem diagndstico de
hepatite C'"”. Em um trabalho com células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com LPC, a estimulagdo com ligantes de TLRs extracelulares (TLR2, TLR4,
TLRS) induziu uma producéo elevada de TNF (tumor necrosis factor), em oposi¢ao a
estimulagdo dos TLRs intracelulares (TLR3, TLR7 e TLR9), resultando em importante
reducao desta citocina. Contudo, a estimulacao via TLR7/ TLR8 foi capaz de restaurar
a produgao de TNF, sugerindo que a via TLR8 é funcional no LPC''8. O mesmo grupo,
no ano seguinte, provou que a ativagéo das vias de TLR4, TLR7, TLR7/TLR8 e TLR9
induzem a producdo de células dendriticas mieloides pro inflamatorias, células T
reguladoras e efetoras em pacientes com LPC, demonstrando ativagdo tanto da
imunidade inata quanto da imunidade adaptativa via TLRs'"®.

No LPO os estudos mostram resultados diversos'?. A expresséo de TLR2 foi
a mais estudada e foi reportada como aumentada na mucosa de LPO'?!, além de
presente em mondcitos teciduais e do sangue periférico'. Em um estudo
concordante, houve aumento da expresséo de TLR2 no grupo de LPO fumante sobre
o grupo de LPO nao tabagista, além do aumento da expressdo de TLR2 em pacientes
de LPO comparado aos controles’®?. Em um estudo com cocultura de queratindcitos
de LPO com C. albicans foi demonstrado aumento de mRNA (messenger ribonucleic
acid) de TLR2 em relagdo a controles'. Em outro estudo, o estimulo com
lipopolissacarideos (LPS) ativou a resposta Th17/Treg através da via TLR4/NF-kB em
células T de sangue periférico de pacientes com LPO'2%, Por outro lado, também ha
descricdo na literatura de diminuicdo da expressdo de TLR2 em LPO'?5,

A expressdo de TLR4 em LPO foi reportada como aumentada'?®'%7 assim
como a de TLR9'2. Zeng et. al (2018) demonstraram aumento da expressdo de TLR4
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in situ, e que o estimulo de TLR4 através de LPS induz a producdo excessiva de
quimiocinas, e que o bloqueio de TLR4 através do inibidor TAK-242 elimina a
expressdo de CCL22.

Em investigacdo sobre o infiltrado inflamatorio de LPO, observou-se maior
presenca de células positivas para TLR4, sem diferenca de células positivas para
TLR2 e 8 e diminuicido de positividade para TLR3. Os autores concluiram que a
expressao génica de proteinas associadas a sinalizagdo mediada por TLRs encontra-

se diminuida’2.

Pelo método de microarray, a expressao dos genes para TLR1, 2, 3, 5,6 e 10
foi descrita como aumentada em tecidos de LPO em relacdo a mucosa normal
enquanto a razdo dos genes para TLR7, 8 e 9 estava diminuida. A razdo média do
gene para TLR4 nao diferiu da mucosa normal'?. Em contrapartida, um estudo com
gPCR (quantitative polymerase chain reaction) e IHQ reportou aumento da expressao
de TLR7, 8 e 9'%°,

Um polimorfismo do gene de TLR3 foi associado a risco aumentado de LPO'*0
e posteriormente foi associado a malignizagao de LPO™3".



Quadro 3 - Artigos de investigagao de TLRs em liquen plano cutaneo e liquen plano oral
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Referéncia Amostra Métodos Resultados

Salem; Abu-Zeid; Nada, 2013""® | biépsias de pele de 30 LPC e 15 CS IHQ | TLR1 e TLR2 e mudanga de padréo de expressao
° Tawdy; Rashed, 20127 bidpsias de pele de 20 LPC e 10 CS WB e RT-PCR | TLR7
% agonistas de TLRs extracelulares (TLR2, TLR4, TLR5) 1 TNF-a
< i 118
& [Domingues etal., 2015 culturas de PBMC de 20 LPC e 24 CS CF agonistas de TLRs intracelulares (TLR3, TLR7 e TLR9) | TNF-a,
o IL-1b e IL-6
&

Domingues et al., 2016'1° culturas de PBMC de 18 LPC e 22 CS CF agonistas de TLR4, TLR7, TLR7/TLR8 & TLR9

1 mDCs pro inflamatdrias, Tregs e células T multifuncionais

tecido de 10 LPO e 5 CS

cDNA microarray

de 10 genes de TLRs: 1TLR1, 2, 3,5,6e 10 |TLR7,8¢e 9

tecido de 10 LPO e 5 CS RT-PCR TLR2 1 em 06/10, TLR4 1t em 4/10, | em 4/10
Ohno et al., 201120
bidpsias de mucosa de 32 LPO e 5 CS IHQ 1 TLR2 mucosa e mondcitos, sem # TLR4
PBMC de 10 LPO e 5CS CF 1 TLR2 sem # TLR4
tecido de 10 LPO e 10 CS IHQ | TLR2 1TLR4
'® |Janardhanam etal., 2012'% saliva e cultura de células epiteliai
= piteliais da mucosa
S oral de 25 LPO e 25 CS 9PCR | TLR2 7TLR4 mRNA
=! | Siponen et al., 201212 tecido de 50 LPO e 5 CS IHQ 1TLR4 (camada basal) e 1 TLR9 (camada superficial)
Liu et al., 201812 cocultura de queratinécitos de 9 LPO e C. albicans | WB e RT-PCR 1TLR2 proteina e mRNA em relagao a cultura isolada
de queratindcitos de LPO
Wang et al., 2018"'%° sangue e tecido de 23 LPO e 9 CS IHQ e gPCR 1TLR7, TLR8 e TLR9
Zeng et al., 2018'7® tecido de 20 LPO e 8 CS IHQ e RT-PCR 1TLR4
Amin; Yussif; Ahmed, 2020722 tecido de 20 LPO fumantes, 20 LPO néo IHQ 1 TLR2 fumantes > n&o fumantes > controles
fumantes, 20 CS
Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:LPC: liquen plano cutaneo, LPO: liquen plano oral, CS: controles saudaveis, PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells, IHQ: imuno-histoquimica,
WB: western-blot, RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction, CF: citometria de fluxo, cDNA: complementary DNA, gPCR: quantitative
polymerase chain reaction, mDCs: células dendriticas mieloides, Tregs: células T reguladoras, TNF: Tumor necrosis fator, mMRNA: messenger RNA.
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3.4.3 TLRs nos foliculos pilosos

Embora seja conhecido que os FP também expressem TLRs, o que reafirma a
funcao de vigilancia e barreira, os TLRs foram pouco estudados no FP. Em murinos
sem doenca foi demonstrada expresséo de TLR2, TLR4 e TLR5"32, e em humanos foi

demonstrada a presenga de TLR4 e TLR5 nos FP normais'33.

Em relacdo ao papel dos TLRs em pacientes com alopecias, um estudo
demonstrou através da técnica de microarray e através de qPCR, aumento de TLR4
e TLR6 em amostras de tecido de pacientes com alopecias primarias, tanto

neutrofilicas quanto linfociticas, incluindo alguns pacientes de LPP7°.

3.5 HLA-G

3.5.1 Introducgao

A sigla HLA-G deriva de Human leukocyte antigen-G, uma molécula do
complexo de histocompatibilidade humano n&o classica descrita pela primeira vez na
interface materno-fetal’®**. Durante a gravidez, as células trofoblasticas apresentam
altos niveis de expressdo de HLA-G, com func¢ao inibitéria sobre o sistema imune e
contribuem para o estabelecimento da tolerancia materno-fetal. Diferente das
moléculas de HLA classicas, o HLA-G possui polimorfismo limitado e um numero
limitado de peptideos ligantes. O HLA-G se apresenta em sete isoformas: HLA-G1 a
HLA-G4 ligadas a membrana e trés formas soluveis (HLA-G5 a HLA-G7). Ainda, existe
uma forma soluvel denominada shed HLA-G, pode ser gerada por protedlise de

formas ligadas a membrana3.

O HLA-G possui papel imunossupressor: inibe a proliferacdo alogénica de

células T CD4+ e NK (natural killer), a citotoxicidade de células T CD8+, a maturagao
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de células dendriticas e a ativacdo de células B'¢. O HLA-G e seu papel
imunossupressor sdo extensamente estudados como parte dos mecanismos de
tolerancia e rejeicdo de alotransplantes e como via de evasdo imune de células
cancerosas, associados a progressao da doenga e ao prognostico de pacientes com
cancer'®.1%7 Interessantemente, também foi associado a vias alérgicas, doencas
infecciosas, autoimunes e inflamatérias. Nesses casos, supde-se que o aumento do
HLA-G seja secundario, resultado de uma ativacao imune descontrolada das células

efetoras?36.

Em individuos saudaveis, embora o gene HLA-G seja expresso em baixos
niveis de mRNA na maioria das células e tecidos humanos, incluindo a pele e
queratinécitos'3®, a transcricdo proteica é restrita as células trofoblasticas, timo,

cornea, pancreas, matriz ungueal e precursores endoteliais'®.

3.5.2 HLA-G e a pele

Na pele normal, a expressdo de HLA-G s6 pdde ser detectada em nivel de
transcrigdo'®. A maior parte dos artigos publicados caracterizam o HLA-G como

ausente na pele normal ou nas células residentes (quadro 4).
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Quadro 4 - Artigos em diversas dermatoses com expressao negativa de HLA-

G na pele humana normal

Aractingi et al., 20014
Psoriase

87G e 0O1G (especificos para HLA-G1 e G5);

16G1 (especifico para isoforma G5 soluvel) — cedido por Dan Geraghty,
Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, WA

4H84 (isoformas desnaturadas) — cedido por Dr. M. Mc Master, San
Francisco, CA

Khosrotehrani et al., 2001142
Dermatite atopica

87G — cedido por Dan Geraghty, Fred Hutchinson Cancer Reasearch
Center, Seattle, WA

Ibrahim et al., 2004143
Lesdes melanociticas

4H84, IgG1 — cedido por M. McMaster, University of California, San
Francisco, CA

Ito et al., 200544
Matriz ungueal

clone MEM-G/1 da marca Serotec (nUmero do catdlogo MCA2043)

Yari et al., 2008'4°
Pénfigo vulgar

5E6H7 16 (especifico para todas isoformas) — preparagédo do proprio
laboratorio

4H84 (especifico para todas isoformas — cedido por S. Fisher and M.
McMaster, University of California, San Francisco

Wastowski et al., 2009146
Pele de esclerose sistémica

4H84 — cedido por Dr. E. Carosella, Hopital Saint-Louis, Paris, France

Cardili, 201047
Psoriase

4H84 — cedido por McMaster University, San Francisco, CA

Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

A expressado de HLA-G é induzida por IL10 e IFN-y'42 e foi descrita em algumas

doencgas inflamatorias dermatologicas como psoriase’#''47 dermatite atdpica’?,

pénfigo vulgar'#5148; e em lesGes de pele de pacientes com esclerose sistémica’® e

lipus eritematoso sistémico’#°. Polimorfismos do gene de HLA-G foram associados a

vitiligo'®°. Supbe-se que a fungdo do HLA-G em doencas inflamatdrias e autoimunes

seja parte de um equilibrio dindmico, influenciando tanto as respostas que levam a

imunossupressao quanto a estimulagédo imunoldgica excessiva'?®.
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Até o momento, a expressdo e fungcdo do HLA-G no foliculo piloso e nas
alopecias cicatriciais foram pouco estudadas. Ndo se sabe se estes reguladores
imunoldgicos estdo funcionalmente envolvidos no IP do FP'S. O trabalho que
consagrou a matriz ungueal como um local de privilégio imunolégico, comprovou que
a proteina HLA-G é fortemente expressa na matriz ungueal; cita ainda que n&o foi
encontrada expressao de HLA-G na matriz do cabelo humano e em amostras de pele
normal de couro cabeludo humano (lto et al., observagdes ndo publicadas)'#4.

Considera-se que haja expressao de HLA-G na porc¢ao ciclica de FP normais
de murinos''. Um estudo em humanos se propds a detectar a expressao da isoforma
HLA-G1 por qPCR em biopsias de pele humana e concluiu que HLA-G1 estava
ausente no material derivado de uma alopecia cicatricial. O mesmo estudo
demonstrou que a transcricdo de HLA-G poderia ser induzida em culturas de
queratinécitos, mas com niveis muito variaveis de acordo com diferengas nas

condigbes de cultivo™0,

Em humanos, um estudo avaliou por gPCR os niveis de expressao de mRNA
de 42 genes relacionados a IP de FP. O mRNA de HLA-G foi significativamente
regulado positivamente, tanto no tergo inferior do FP, incluindo a regido do bulbo,

quanto na porgéo das bainhas em relagéo a epiderme nao folicular's2,

Deonizio, em sua tese de doutorado neste departamento’3, investigou a
possivel participagdo do HLA-G na micose fungoide foliculotrépica e demonstrou que
expressao de HLA-G esta diminuida em comparacéo a pele normal, couro cabeludo
normal e couro cabeludo de pacientes com alopecia areata'. N&o ha, contudo,

descrigao das regides analisadas do FP.
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3.6 CAVEOLAS E CAVEOLINAS

3.6.1 Introducgao

As cavéolas sdo um subtipo de balsa lipidica da membrana celular; consistem
em invaginagcdées em forma de 6mega, compostas por colesterol, esfingomielina e por
proteinas chamadas caveolinas. Sdo componentes estruturais dinamicos e ao
mudarem a conformacao da membrana plasmatica permitem a compartimentalizacao
e a modulagdo de varias moléculas sinalizadoras. Assim, fazem parte da complexa
orquestra envolvida nos processos celulares de trafego lipidico, sinalizagdo, migragao
e proliferagao celular'®1%¢, As cavéolas estdo presentes na membrana plasmatica de
todas as células de mamiferos e também em outras estruturas como reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi, mitocéndrias, endossomos, goticulas lipidicas,
nucleo e vesiculas extracelulares mas sua composi¢cao e niveis de expressao variam

enormemente 195156,

Os principais elementos estruturais das cavéolas sao as caveolinas, proteinas
de baixo peso molecular (18-24kDa) que se apresentam em trés isoformas (1, 2 e 3)
que interagem entre si para formar homo e hetero-oligbmeros, que se ligam
diretamente ao colesterol nas membranas. Ademais, interagem com lipidios
especificos e com outras proteinas que podem conjuntamente formar as cavéolas.
Assim, as caveolinas funcionam como proteinas de esqueleto (scaffolding protein)

dentro das membranas das cavéolas'®’.

Demonstrou-se que as cavéolas sao essenciais para o desenvolvimento e
funcionamento normais da pele e seus anexos; alteracdes foram relacionadas a varias
doengas dermatoldgicas, incluindo cancer de pele, psoriase, alopecia, e situagbes

como senescéncia celular, infecgéo e inflamagao'%%1%.
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3.6.2 Cavéolas e caveolina-1 nos foliculos pilosos

Em camundongos, os FP expressam Cav-1 de forma consistente, notadamente
na regido do bulge, por todas as fases do ciclo capilar. As células-tronco foliculares
coexpressam Cav-1 e citoqueratina 15, um marcador caracteristico destas células
pluripotentes. De modo interessante, as células derivadas das células-tronco param
de expressar Cav-1 quando deixam a regido do bulge'®®.

O papel regulador de Cav-1 foi descrito em inumeras vias de sinalizagdo. Cav-
1 regula positivamente a expressao de IFN-y, o principal indutor do colapso do IP e
gera um ambiente favoravel ao colapso do IP do bulge, inibindo os guardides do IP
(sinalizagdo TGF-), estimulando supressores do IP (Substancia P e MICA - MHC
class | chain-related gene A) e promovendo TEM (regulando positivamente a

vimentina e regulando negativamente a E-caderina)'®®.

Os FP de couro cabeludo humano também expressam Cav-1. Estudos
preliminares indicam que sua expressao € significativamente elevada em FP de
pacientes com AFF, o que fez com que os autores elaborassem uma hipétese para o
papel da Caveolina-1 no desenvolvimento desta enfermidade (figura 7)'°. A relagdo

entre Cav-1 e LPP ainda nao foi investigada.
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Figura 7 - Hipotese proposta para o papel de Caveolina-1 no desenvolvimento da

alopecia frontal fibrosante
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L i Membrana Celular i
=V 1

‘ “%"

’Pf‘ ’>§““
— % J ‘«gv %‘4) ﬁ: -,%‘4 \“%;

Sinalizagao Sinalizagao Cavl
TGF-p Substancia P/ NK-1 T Ca

.\
‘ T Vimentina
monomero Cavi oligémero Cav1 Sinalizagao Sinalizagao
Substancia P / NK-1 TGF-p
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Fonte: Adaptado de Jozic et al., 20210

Legenda: O aumento da expressao de caveolina-1 (Cav-1) permite que Cav-1 monomeérico oligomerize
na membrana celular e induza a formagéo de cavéolas. A regulagéo positiva de Cav-1 leva
ao aumento dos niveis de Substancia P e promove a localizagdo de seu receptor NK-1 nas
cavéolas, onde NK-1 interage com a proteina G a jusante, resultando em sinalizagéo
sustentada da Substancia P. Cav-1 antagoniza a sinalizagao de TGF-§ (Transforming growth
factor-B) ao sequestrar seus receptores e impedir a fosforilagdo e sinalizagéo através de
Smad2 (Mothers against decapentaplegic homolog 2). A regulagao positiva de Cav-1 foi
associada a regulagdo positiva de MICA (MHC class | chain-related gene A) e Vimentina e
regulacao negativa de E-caderina.

O papel de Cav-1 como scaffolding protein e moduladora das vias de diversos
TLRs foram descritos em diferentes tipos celulares e tecidos murinos e humanos, mas

nunca na pele humana e no FP161-165,
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4 METODOS

41 CASUISTICA

4.1.1 Critérios de inclusao e exclusao

O presente estudo foi comparativo observacional, prospectivo e transversal.
Onze participantes com LPP de ambos os sexos e com idade acima de 18 anos foram
selecionados no ambulatério de tricologia do Departamento de Dermatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(HCFMUSP) em sua primeira consulta do ambulatério de tricologia. Um participante
foi excluido por relatar uso de prednisona oral - medicagdo imunossupressora e

moduladora.

O grupo controle foi composto por onze pacientes de ambos 0s sexos e com
idade acima de 18 anos, submetidos a neurocirurgia com incisao cirurgica no couro
cabeludo, e que ndo apresentavam historia de doenga dermatoldgica nem alteragbes
ao exame dermatologico no dia da cirurgia. Os controles foram pareados por sexo e

por idade (£ 5 anos).

Os pacientes de LPP e os controles foram informados do conteudo da pesquisa
e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A) aprovado
pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq — da
Diretoria Clinica do HCFMUSP (parecer de numero 2.509.708) (Anexo B).



65

4.2  AVALIAGCAO CLINICA

Os dados clinicos e demograficos foram obtidos através da entrevista pessoal
dos pacientes na primeira consulta e nas consultas de seguimento no ambulatério de
tricologia do HCFMUSP.

4.2.1 Lichen planopilaris activity index (LPPAI)

O LPPAI é um escore numérico introduzido por Chiang et al. (2010)'%® que
quantifica os sinais e sintomas do LPP possibilitando padronizagdo e comparacgao
estatistica. A figura 8 corresponde ao quadro publicado no artigo traduzido para o
portugués. O quadro tem colunas em branco para que seja preenchido em todas as

consultas do paciente para padronizar o acompanhamento.

O LPPAI acessa sintomas (prurido, dor, queimacgao), sinais (eritema, eritema
perifolicular e descamacéo perifolicular) que sdo pontuados de 0 a 3 (0= negativo, 1=
+/-, 2= +, 3= ++, +++). Também registra a presencga (1) ou auséncia (0) de crostas,

pustulas, resultado do teste de tragdo anagena e progressao da doenca.

O teste de tracdo anagena consiste em segurar de 10 a 20 cabelos entre o
polegar, o segundo e o terceiro dedos junto ao couro cabeludo e afastar-se firmemente
do couro cabeludo com uma forga perpendicular para deslizar os dedos até as pontas
dos cabelos. O teste é considerado positivo se ha destacamento de pelo menos um
fio anageno.

Por ultimo, a avaliagdo da progressao da doenga, registrada como 0 (ausente)

versus 1 (indeterminado) versus 2 (presente).

Estas medidas subjetivas e objetivas pontuam um valor numérico para
estabelecer um escore de atividade da doenga que vai de 0 a 10. Os pesos dados aos

sintomas (30%), sinais (30%), teste de tracdo anagena (25%) e presenca de
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progresséo da doenca (15%) levam a equacgéao: LPPAI (0-10) = (prurido + dor + ardor
+ eritema do couro cabeludo + eritema perifolicular + descamacéo perifolicular) / 3 +

2,5 (teste de tragao) + 1,5 (progresséo / 2).

Figura 8 - Lichen planopilaris activity index (LPPAI)

Data da visita

LPPAI (veja abaixo)

ESCALA 0-3

A Prurido

B Dor

C Queimacao

D Eritema

E Eritema perifolicular

F Descamagcéo perifolicular
Crostas

Pustulas

Teste de tragdo: Anageno/total (0=-, 1=+)
Progress@o? Nao (0) ? (1) sim (2)

Fonte: Adaptado de Chiang et al., 20106,
Legenda: LPPAI (0-10) = (A+B+C+D+E+F)/3 + 2,5(teste de tragao) + 1,5(progresséo/2)

Escala: O=negativo 1=+/- 2=+ = 3=++, +++

4.3  AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Os pacientes de LPP selecionados foram submetidos a anestesia local com
lidocaina e exérese com punch 6mm de 2 areas do couro cabeludo: uma area
considerada clinicamente inflamada do couro cabeludo, marcada por tricoscopia, e
outra area do couro cabeludo com auséncia de sinais clinicos ou tricoscépicos de
inflamacé&o. As fotos tricoscopicas foram obtidas através do DermLite Il pro (3Gen,
San Juan Capistrano, CA, EUA) conectado a um iPhone (Apple, Cupertino, CA, EUA).

Dos controles, as amostras de couro cabeludo (punch 6mm) foram coletadas
em uma area de trajeto da incisdo cirurgica da neurocirurgia que ndo apresentava

sinais clinicos ou tricoscopicos de inflamacgao.



67

As 31 amostras — 20 dos casos e 11 dos controles — foram fixadas em solugao
tamponada de formalina 10% por 24 horas, seccionadas verticalmente e embebidas
em parafina de modo que cada amostra fosse representada por 2 metades. A
avaliacao histopatolégica dos fragmentos de pele foi realizada através da coloragao
de hematoxilina-eosina (HE).

A avaliagdo das laminas de HE foi realizada de forma cega e independente pela
autora da pesquisa e por uma dermatopatologista do laboratério de dermatopatologia
do HCFMUSP. Os resultados discordantes tiveram as laminas revisadas
conjuntamente pelas duas avaliadoras, atingindo 100% de concordéancia. A analise da
intensidade do infiltrado inflamatério foi realizada através de estimativa por campo de
maior aumento (400x). A intensidade foi graduada como infiltrado inflamatério leve
(1+): aquele que ocupava menos que metade do campo de 400x. Moderado (2+): de
metade a um campo de 400x. Intenso (3+): mais de um campo de 400x. Além disso,
quando o infiltrado era liquenoide ou havia agressao linfocitaria folicular, a intensidade

era considerada no minimo como moderada.

Para analise comparativa com sinais clinicos e de dermatoscopia, foi

considerada a lamina com maior intensidade do infiltrado inflamatério.

4.4  ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

A técnica de IHQ foi utilizada para a demonstracdo da expressédo de TLR2,
TLR3, TLR4, TLR5 e HLA-G nos espécimes de pacientes com LPP e no grupo

controle.

Cortes histologicos de 4 ym de espessura foram obtidos a partir de material
embebido em parafina e colhidos em laminas previamente preparadas com solugao
adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO/USA,
cod. A3648) a 2%. Cada amostra foi representada por duas metades do fragmento

em corte longitudinal.
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Os cortes histologicos foram desparafinizados em dois banhos de xilol de 20 e
10 minutos, respectivamente, em temperatura ambiente. Na sequéncia, os espécimes
foram hidratados em bateria decrescente de etanol (100%, 95% e 70%) e lavagem em

agua corrente por 5 minutos.

O bloqueio de peroxidase endogena foi feito em camara escura com 3

incubagdes em agua oxigenada 3% por 10 minutos cada.

Posteriormente, as ldminas foram lavadas em agua corrente durante 5 minutos
e submetidas a tratamento para exposi¢ao dos sitios antigénicos em calor umido, em
panela a vapor (steamer) ou banho maria a 95°C. As laminas foram colocadas na
solugédo Target Retrieval Solution pH 9,0 (céd. S2367, DakoCytomation, Carpinteria,
CA, USA) ou na solugdo Target Retrieval Solution pH 6,0 (cod. S1699,
DakoCytomation) dependendo do anticorpo utilizado (tabela 2).

As laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada por cinco minutos

cada e submersas em PBS (Phosphate buffered saline) pH 7.4.

A sequir, foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com incubagao
em solugdo de leite desnatado (Molico, Nestlé®) a 10% durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

As laminas foram incubadas com os anticorpos primarios (tabela 2) diluidos em
BSA (Bovine Serum Albumin) fragao V (SERVA. 1930) 1%, acrescida de azida sédica
0,1% em PBS pH 7.4, “over-night” a 4°C.
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Tabela 2 - Relagao e especificagdes dos anticorpos primarios utilizados nas reacdes

de imuno-histoquimica cuténea

Sistema de Controle

Anticorpo Codigo Marca Diluicao Recuperagéao antigénica Deteccdo positivos
TLR2 SC-10739 Santa Cruz 1:25 Steamer 95°C 30’ (S1699) Novolink Pele normal
Pele com
TLR3 ab62566 Abcam 1:1000 Banho Maria 95°C 20’ (S2367) Reveal molusco
contagioso
TLR4 ab22048 Abcam 1:100 Banho Maria 95°C 20’ (S1699) Reveal Pele normal
. ; ° ) . Pele de lupus
TLRS ab115603 Abcam 1:40 Banho Maria 95°C 20’ (S1699) Novolink eritematoso
HLA-G SC-21799 Santa Cruz 1:50 Banho Maria 95°C 30’ (S2367) Novolink Placenta
Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda: TLR-2: foll-like receptor 2; TLR-3: toll-like receptor 3; TLR-4:toll-like receptor 4; TLR-5:toll-
like receptor 5; HLA-G: Antigeno Leucocitario Humano G.

Apos o procedimento de lavagem das Iaminas por duas vezes em PBS pH 7.4
durante cinco minutos cada, procedeu-se a incubagdo com o anticorpo pds-primario.
As laminas que receberam o Novolink Max Polymer Detection System (céd. KO690,
Leica Microsystems, Newcastle Upon Tine, UK) foram incubadas em camara umida
durante 30 minutos em temperatura ambiente. De maneira semelhante, as laminas
que receberam o sistema Reveal Biotin-Free (c6d. SPD-125, Spring Bioscience,
Pleasanton, CA) foram incubadas com o complemento, por 30 minutos a 37°C.

Para a etapa de revelag&o dos sitios antigénicos dos marcadores foi utilizada
a solucdo cromogena TrueBlue Peroxidase substrate (c6d. 71-00-64, KLP,
Gaithersburg, USA), pronta para uso. A escolha de cromoégeno alternativo a 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) que é rotineiramente utilizada teve o intuito de n&o
interferéncia na quantificacao de intensidade de marcacéao, antecipando que a cor do

Dab seria indistinguivel da melanina naturalmente presente nos FP.
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As laminas foram lavadas em agua destilada por 2 minutos e contracoradas
com vermelho rapido, por 2 minutos. A seguir foram lavadas em agua destilada e

secas a temperatura ambiente.

A montagem das laminas foi feita com resina Permount (FISHER Scientific, Fair
Lawn, NJ/USA, cod. SP15-100).

4.5 ANALISE DE IMAGEM E QUANTIFICACAO DAS MARCACOES IMUNO-
HISTOQUIMICAS

As laminas foram escaneadas utilizando-se o escaner de laminas Pannoramic
Scan — 3Dhistech (3DHistech Ltd., Budapest,Hungary). As laminas digitalizadas foram
exportadas em formato .TIFF e convertidas para .JPG com maxima qualidade, e

posteriormente submetidas a analise quantitativa da expressao dos marcadores.

Para as analises de imagem foi utilizado o programa Image-Pro Plus, verséo
4.5.0.29 para Windows (Media Cybernetics Inc., Bethesda, Maryland, USA). As areas
de interesse foram delimitadas manualmente e a presencga e intensidade da marcacgao
foram identificadas pelo software através de um espectro de cor pré-definido por um
patologista com experiéncia neste tipo de analise e aplicado a todas as imagens.
Foram realizadas medidas em segmentos da epiderme e em todas as partes dos FP
presentes no corte histolégico: infundibulo, istmo, regido suprabulbar e bulbo. Na
maioria dos cortes estavam presentes mais de 1 FP e todos foram avaliados.

Em cada area de interesse foi obtida a area positiva (AP), area total (AT) e a
Integrated Optic Density (I0D) - produto da densidade de cor (DMC) pela area positiva
(em pm?). Dividimos o I0OD pela area positiva para obter a DMC, que varia numa
escala de 0 a 255 (na qual O corresponde ao preto e 255 ao branco). Posteriormente
calculou-se um valor que representa a expressao da coloragéo (EColor) que inclui

valores de area e cor, através da seguinte formula: { [ 255 - (IOD/AP) ] x AP } / AT.
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4.6 ESTUDO DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

A técnica de IFD foi realizada no Laboratorio do Prof. lvan Jozic (Dr. Phillip
Frost Department of Dermatology and Cutaneous Surgery, Miller School of Medicine,
University of Miami, Miami, Florida, EUA) durante estagio no exterior viabilizado pelo
Programa Institucional De Internacionaliza¢ao (PRINT) - Edital: CAPES/PRINT - Edital
n°41/2017, N° do Processo: 88887.694579/2022-00.

A expressao de TLR2, TLR3, TLR4, TLRS5 foi avaliada em dupla marcagao com
Cav-1 nos espécimes de pacientes com LPP e no grupo controle.

Cortes histologicos de 5 ym de espessura foram obtidos a partir de material
embebido em parafina e colhidos em Iaminas de carga eletrostatica positiva (VWR,
Radnor, PA, Superfrost White, cod. 75799-266). Cada lamina continha 3 pares de
fragmento, sendo 1 par formado pelas metades do corte longitudinal; dois pares eram

submetidos ao protocolo e um par servia como controle negativo.

Os cortes histologicos foram desparafinizados em trés banhos de xilol de 3
minutos, a temperatura ambiente. Na sequéncia, os espécimes foram submetidos a
trés banhos de etanol 100% de 2 minutos, dois banhos de etanol 90% de 2 minutos e
hidratados em bateria decrescente de etanol (70%, 50% e 30%) por 2 minutos cada.

Posteriormente colocados em dois banhos de 5 minutos em agua destilada.

Para exposicao dos sitios antigénicos foram colocadas em banho maria a 95°C
por 30 minutos em solugédo tampao de citrato de sédio (10mM Citrato de sédio, 0,05%
Tween 20®, pH 6.0) e depois resfriadas em banho gelado por 20 minutos.

As laminas foram incubadas com os anticorpos primarios (tabela 3) diluidos em
soro normal de cabra 1% em TBS-t 0,05% (Tris-Buffered Saline com detergente

Tween 20®), “over-night” a 4°C.
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Tabela 3 - Relagao e especificagdes dos anticorpos primarios utilizados nas reacdes

de imunofluorescéncia direta cutanea

Anticorpo Caédigo Marca Animal hospedeiro  Diluigcao
TLR2 ab9100 Abcam camundongo 1:50
TLR3 sc-32231 Santa Cruz camundongo 1:150
TLR4 ab22048 Abcam camundongo 1:200
TLR5 sc57461 Santa Cruz camundongo 1:100
Cav-1 HPA 049461 Sigma coelho 1:100

Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda: TLR2: toll-like receptor 2; TLRS3: toll-like receptor 3; TLR4:toll-like receptor 4; TLR5:toll-like
receptor 5; Cav-1: Caveolina-1.

Apos o procedimento de lavagem das laminas por 3 vezes em TBS-t, foi feito o
bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com incubag&o em soro normal de cabra
1% em TBS-t 0,05% durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Em sequéncia as laminas foram incubadas com os anticorpos secundarios
AlexaFluor 488 anti-coelho e AlexaFluor 594 anti-camundongo (Invitrogen by Thermo
fisher Scientific, Life Technologies, Eugene, OR/USA, c6d. A11008 e A11005) diluidos
em 1:300 em soro normal de cabra 1% em TBS-t 0,05% por 1 hora, a temperatura
ambiente protegidas da luz.

As laminas foram lavadas em TBS-t 0,05% por 2 vezes, por 5 minutos cada e
posteriormente em TBS (Tris-Buffered Saline) por 5 minutos. As laminas foram
montadas com Prolong gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen by Thermo fisher
Scientific, Life Technologies, Eugene, OR/USA, ref. P36931) e armazenadas a -80°C.
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4.7 ANALISE DE IMAGEM E QUANTIFICACAO DAS MARCACOES DE
IMUNOFLUORESCENCIA

As laminas foram fotografadas em magnificagdo de 200x com o microscépio
Keyence-Biozero 9100 (Keyence Corporationm Osaka, Japao). As imagens foram
armazenadas em formato TIFF. Para avaliacdo da expressao de TLRs isolou-se o
canal vermelho e para avaliagdo de Cav-1 isolou-se canal verde. As células
positivamente marcadas foram manualmente identificadas em diferentes areas do FP
(infundibulo, istmo, suprabulbar e bulbo) e a intensidade da marcagao e a area foram
medidas pelo software ImageJ (Wayne Rasband, NIH) em unidades arbitrarias de
intensidade por pixel.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados continuos foram testados em relagdo a sua distribuicédo, teste de
Shapiro-Wilk, e foram descritos pela média e seu respectivo desvio padrao.

A comparacao da intensidade de marcacao por IHQ e IFD de TLR2, TLR3,
TLR4 e TLR5, HLA-G e Cav-1 nos grupos avaliados foi realizada através do teste
estatistico ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey. O nivel de significancia
considerado foi de 5% (p < 0,05).

Para a correlacdo do tempo de doenca com o LPPAI calculou-se o coeficiente
de correlagdo r (rho) de Spearman. Para a correlagdo da expressdo dos marcadores
com o LPPAIl e com a intensidade do infiltrado inflamatério foi escolhido o valor medido
no istmo e também o coeficiente de correlagéo r (rho) de Spearman. O r de Spearman
foi interpretado como: 0,9 para mais ou para menos indicativo de correlacdo muito
forte, 0,7 a 0,9 positivo ou negativo indicativo de correlagéo forte, 0,5 a 0,7 positivo ou
negativo indicativo de correlagdo moderada, 0,3 a 0,5 positivo ou negativo indicativo
de correlagao fraca e 0 a 0,3 positivo ou negativo indicativo de correlagdo desprezivel.
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Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o programa
“‘GraphPadPrism” versédo 10.0 para Mac (GraphPad software, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS DOS PACIENTES COM LPP

Dos 10 pacientes com LPP incluidos no estudo, 8 eram do género feminino e
2 do género masculino, com idades variando entre 35 e 69 anos (média de 53 anos).
Em relagéo a cor, 4 pacientes eram brancos e 5 pardos e 1 negro. A média do tempo
de doenca variou de 0,5 a 26 anos (média de 5,05 anos, mediana de 2,75 anos) e o
LLPAI variou de 0,66 a 4,33 (média de 2,33) (tabela 4). N&o houve correlagao entre o
tempo de doencga e o LLPAI (r = 0,5240; p = 0,1239).

A figura 9 contém fotografias clinicas dos pacientes com diagnostico de LPP
incluidos no estudo e as respectivas imagens de tricoscopia das areas biopsiadas

como area afetada e como area nao afetada em aumento de 20x.
Em relagdo a comorbidades:

a) o caso 1 referia transtorno de ansiedade generalizado em tratamento com
duloxetina;

b) o caso 2 referia diabetes mellitus em tratamento com metformina;

c) o caso 3 referia hipotireoidismo, rinite, hipertensdo arterial sistémica,
diabetes mellitus e dispepsia em tratamento com levotiroxina, glifage,
glibenclamida, losartana, atenolol, anlodipina, buscopan, omeprazol,
bromoprida, budesonida spray;

d) o caso 4 referia hipertensdo arterial sistémica em tratamento com enalapril;
e) o caso 5 negava comorbidades;

f) o caso 6 referia esquizofrenia em tratamento com diazepam, biperideno,
haloperidol;

g) o caso 7 negava comorbidades;
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h) o caso 8 referia hipertenséo arterial sistémica e dislipidemia em tratamento
com losartanta, hidroclorotiazida, anlodipino, sinvastatina, e uso de
etinilestradiol e acetato de noretisterona como terapia de reposicéo
hormonal;

i) o caso 9 referia hiperparatireoidismo, diabetes mellitus, dislipidemia,
hipotireoidismo em tratamento com calcitriol, calcio, metformina, sinvastatina
e levotiroxina;

j) o caso 10 referia osteopenia em tratamento com calcio, vitamina D, cloreto
de magnésio.

Tabela 4 - Dados demograficos e clinicos dos pacientes com liquen plano pilar

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sexo F M F M F F F F F F
Idade 45 40 64 62 35 50 41 62 62 69
Cor branca parda parda branca branca negra parda parda parda branca
Historia de doencga (anos) 5 0,5 2 1 5 26 5 1,5 3,5 1
Prurido 3 0 0 1 3 3 0 3 2 2
Dor 2 0 0 0 0 3 0 3 1 0
Queimagao 3 0 0 0 3 3 0 3 2 0
Eritema 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1
2 Eritema PF 1 1 1 0 2 0 1 1 0 1
&
- Descamagéao PF 1 1 2 0 2 3 1 1 1 1
Crostas 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Pustulas 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Pull test 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LPPAI (0-10) 3,33 0,66 1,66 0,66 3,66 4,33 0,66 3,66 2,33 2,33

Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:LPPAI: Lichen planopilaris activity index; PF: perifolicular.
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Figura 9 - Quadro clinico e tricoscopia dos locais de biépsia dos pacientes com
liquen plano pilar

Fonte: Departamento de Dermatologia — HCFMUSP.

Legenda:Caso 1 a 10. A: apresentagao clinica dos pacientes com diagnodstico de liquen plano pilar; B:
tricoscopia da area biopsiada como area afetada (20x); C: tricoscopia da area biopsiada como
area nao afetada (20x).
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5.2 DADOS DEMOGRAFICOS DOS CONTROLES

Onze controles de couro cabeludo normal foram incluidos no estudo, 8 (73%)
eram do género feminino e 3 (27%) masculino, com idades entre 34 e 68 anos (média
55,18 anos).

5.3  AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

O exame histopatologico foi realizado em todas as amostras: das areas
afetadas e ndo afetadas dos pacientes de LPP e dos controles saudaveis. A tabela 5
descreve os achados histopatolégicos de cada a amostra, representada por duas
metades do fragmento em corte longitudinal.

Nas areas afetadas, todos os pacientes apresentaram infiltrado inflamatério ao
redor do istmo (peristmite) com intensidade variando como leve (1+) em 5, moderado
(2+) em 3; e intenso (3+) em 2 pacientes. O infiltrado mostrou-se linfo-histiocitario em
todos os pacientes, e foram encontrados plasmdécitos e neutrofilos em 1 paciente e
raros plasmaocitos em outro doente. Alteragdes da epiderme estavam presentes em 7
amostras e incluiram paraqueratose, espongiose, retificacdo e acantose. Notou-se
infiltrado inflamatério perissebaceo em 3 pacientes, fibrose interfolicular em 2
pacientes, infiltrado linfocitico liquenoide interfolicular em 1 paciente, extrusdo de pelo
com reacdo granulomatosa do tipo corpo estranho em 1 paciente e abscesso

intrafolicular em 1 paciente.

Nas areas nao afetadas, 5 amostras apresentaram infiltrado inflamatoério ao
redor do istmo cuja intensidade variou em leve (1+) em 4, moderado (2+) em 1. O
infiltrado era linfo-histiocitario em todos os pacientes, e em 1 amostra estavam
presentes eosindfilos. Alteracbes da epiderme estavam presentes em 2 pacientes e
incluiram espongiose e retificagdo. Havia infiltrado inflamatério perissebaceo em 3
pacientes.
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Das 11 amostras dos controles, 7 ndo apresentaram infiltrado inflamatério, 4
apresentaram infiltrado linfo-histiocitario perifolicular leve (1+) na regido do infundibulo
e 4 na regidao do istmo, também considerado leve (1+). Alteragcdes da epiderme
estavam presentes em 5 controles e incluiram acantose, espongiose e retificagao.
Rolhas cérneas, exocitose de linfocitos, infiltrado liquenoide perifolicular e fibrose com
mucina estavam ausentes. Dois controles apresentaram infiltrado linfo-histiocitario ao

redor das glandulas sebaceas.



Tabela 5 - Achados histopatoldgicos dos pacientes com liquen plano pilar e controles

80

LPP area afetada

Caso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Peristmite 1+ 2+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 1+
Epiderme NL PARA, ESP RET ACAN, ESP ACAN ACAN NL ACAN NL ACAN, RET
Hiperqueratose periosteal 0 0 + 0 + + 0 + 0 0
Perinfundibulite + + + + + + + + 0 0
Degeneragao vacuolar do epitélio folicular 0 + + + + + + + 0 0
Exocitose de linfocitos 0 + + + 0 0 0 0 0 0
Infiltrado perifolicular liquenoide 0 + + 0 + + 0 0 0 0
Infiltrado perifolicular rechagado por fibrose 0 0 + 0 0 0 + + 0 +
Fibrose com mucina 0 + + 0 + + + 0 +
Fibrose eosinofilica 0 + + 0 + + + 0 0
LPP area néo afetada

Caso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Peristmite 0 0 0 0 1+ 2+ 1+ 1+ 0 1+
Epiderme NL ESP NL NL NL NL NL NL NL RET
Hiperqueratose periosteal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Perinfundibulite + + + 0 + + + + 0
Degeneragao vacuolar do epitélio folicular + + 0 + + + + + 0 0
Exocitose de linfocitos 0 + 0 0 0 + + 0 0 +
Infiltrado perifolicular liquenoide 0 + 0 0 0 + + 0 0 0
Infiltrado perifolicular rechagado por fibrose 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0
Fibrose com mucina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fibrose eosinofilica 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0

Continua
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Concluséo
Controles
Controles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Peristmite 0 1+ 0 0 1+ 0 0 0 1+ 1+ 0
Epiderme RET NL NL RET ACAN, ESP NL RET RET NL NL NL
Hiperqueratose periosteal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0
Perinfundibulite 0 0 0 + + + 0 0 0 + 0
Degeneragao vacuolar do epitélio folicular 0 + 0 0 0 0 0 0 0 0 +
Infiltrado perifolicular rechagado por fibrose 0 0 0 + + 0 0 0 0 + +
Fibrose eosinofilica 0 0 0 + + 0 0 0 0 + +

Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:Intensidade da peristmite (infiltrado inflamatério ao redor do istmo): ausente (0), leve (1+): ocupa menos que metade do campo de 400x, moderado
(2+): de metade a um campo de 400x, intenso (3+): mais de um campo de 400x. (+) presente, NL: normal, PARA: paraqueratose, ESP: espongiose,
RET: retificagdo, ACAN: acantose.
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54 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

5.4.1 Analise da expressao de TLR2, TLR4 e TLR5

As reacgoes de IHQ dos anticorpos anti-TLR2, TLR4 e TLR5 com os anticorpos
e o protocolo descrito na sessao 4.4 n&o tiveram éxito. O cromodgeno azul ndo mostrou
marcagao especifica e em conjunto com a contracoloragdo vermelha resultou em

coloragao arroxeada por toda lamina.

5.4.2 Analise da expressao de TLR3

Cada amostra foi representada por 2 metades do fragmento de couro cabeludo
em corte longitudinal. A marcagéo do anticorpo anti-TLR3 nos grupos controle, LPP
area afetada e area n&o afetada é ilustrada nas figuras 10 e 11. As caracteristicas da
marcagao sao mostradas na figura 12 e descritas a seguir:

¢ Presente no infundibulo, padrao perinuclear e citoplasmatico;
e Presente na BRE na regido do istmo, padrao perinuclear e citoplasmatico;

e Presente na BRE na regido suprabulbar, padrdo perinuclear e

citoplasmatico;
e Ausente na BRI;
¢ Presente no bulbo, padrao perinuclear e citoplasmatico.

Comparou-se a expressdo do TLR3 em cada regido nos 3 grupos, aferida como
porcentagem de area marcada, em pm?um? e EColor. O teste ANOVA apontou
diferencga estatisticamente significativa entre os grupos tanto na porcentagem de area
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marcada (p = 0,0222) quanto na EColor (p = 0,0091) mas que nao se confirmou no
teste de Tukey (Grafico 1).
A expressao de TLR3 no istmo da area afetada, medida por porcentagem de

area marcada e EColor, ndo teve correlagdo estatisticamente significativa com o
LPPAI (p = 0,9932 e p = 0,9237) nem com a intensidade do infiltrado inflamatério. (p

= 0,4897 e p = 0,6984).

Figura 10 - Imuno-histoquimica com anti-TLR3 no couro cabeludo normal e no couro
cabeludo dos pacientes com liquen plano pilar em area afetada e n&o afetada, area
do infundibulo e istmo
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Fonte: Departamento de Dermatologia - HCFMUSP.

Legenda: CS: controle saudavel, fotos referentes ao controle 11; LLP A: liquen plano pilar area afetada;
LPP NA: liquen plano pilar area nao afetada, fotos referentes ao paciente 1. Aumento 10x.

Barra de escala: 200um.
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Figura 11 - Imuno-histoquimica com anti-TLR3 no couro cabeludo normal e no couro
cabeludo dos pacientes com liquen plano pilar em area afetada e nao afetada,
regides suprabulbar e bulbo
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Fonte: Departamento de Dermatologia — HCFMUSP.

Legenda: CS: controle saudavel, fotos referentes ao controle 11; LLP A: liquen plano pilar area afetada;
LPP NA: liquen plano pilar area nao afetada, fotos referentes ao paciente 1. Aumento 10x.

Barra de escala: 200um.
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Figura 12 - Caracteristicas da marcagado com anti-TLR3 no foliculo piloso por imuno-

histoquimica em grande aumento

e Infundibulo ———— Istmo

e — Bulbo
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Fonte: Departamento de Dermatologia — HCFMUSP.

Legenda: Aumento de 400x. Barra de escala: 50um.

Grafico 1 - Comparacgao da expressao de TLR3 por imuno-histoquimica entre
controles saudaveis, pacientes de liquen plano pilar em area afetada e nao afetada
nas partes do foliculo piloso
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Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area nao
afetada por liquen plano pilar, EColor: expresséo da coloragéo.



86

5.4.3 Analise da expressao de HLA-G

Cada amostra foi representada por 2 metades do fragmento de couro cabeludo
em corte longitudinal. A marcag&o do anticorpo anti-HLA-G ¢ ilustrada nas figuras 13
e 14. As caracteristicas da marcacado sdo mostradas na figura 15 e descritas a seguir:

Presente na camada granulosa no infundibulo, padrao citoplasmatico;

¢ Presente na BRE no istmo, padréo perinuclear, mais evidente nas camadas

celulares mais proximas a BRI,
e Presente na BRE na regido suprabulbar, padrao perinuclear, discreta;
¢ Ausente na BRI;
¢ Presente na medula da haste capilar e bulbo, padrao perinuclear.

Comparou-se a expressdo do HLA-G em cada regido nos 3 grupos, aferida
como porcentagem de area marcada, em uym?/um? e EColor. O teste ANOVA apontou
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos na porcentagem de area
marcada (p = 0,0039) e EColor (p = 0,0012). No teste de comparagdo multipla de
Tukey a porcentagem de area marcada e EColor no bulbo foi maior na area afetada
em relagdo a area nao afetada (p = 0,0008 e p = 0,0004) e em relagdo aos controles
saudaveis (p = 0,0057 e p = 0,0016). Nao houve diferenca estatistica entre os
controles e area ndo afetada (p = 0,7713 e p = 0,8593) (Grafico 2).

A expressao de HLA-G no istmo da area afetada, medida por porcentagem de
area marcada e EColor, ndo teve correlagdo estatisticamente significativa com o
LPPAI (p =0,7771 e p = 0,8307) nem com a intensidade do infiltrado inflamatério (p =
0,4392 e p = 0,2116).
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Figura 13 - Imuno-histoquimica com anti-HLA-G no couro cabeludo normal e

no couro cabeludo dos pacientes com liquen plano pilar em area afetada e néo
afetada, area do infundibulo e istmo
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Fonte: Departamento de Dermatologia — HCFMUSP.

Legenda: CS: controle saudavel, fotos referentes ao controle 3; LLP A: liquen plano pilar area afetada;
LPP NA: liquen plano pilar area nao afetada, fotos referentes ao paciente 4. Aumento 10x.

Barra de escala: 200um.
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Figura 14 - Imuno-histoquimica com anti-HLA-G no couro cabeludo normal e

no couro cabeludo dos pacientes com liquen plano pilar em area afetada e néo
afetada, regiées suprabulbar e bulbo
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Fonte: Departamento de Dermatologia - HCFMUSP.

Legenda: CS: controle saudavel, fotos referentes ao controle 3; LLP A: liquen plano pilar area afetada;
LPP NA: liquen plano pilar area nao afetada, fotos referentes ao paciente 4. Aumento 10x.

Barra de escala: 200um.
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Figura 15 - Caracteristicas da marcagdo com anti-HLA-G no foliculo piloso por

imuno-histoquimica em grande aumento
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Fonte: Departamento de Dermatologia — HCFMUSP.

Legenda: Aumento de 400x. Barra de escala: 50um.

Grafico 2 - Comparagao da expressao de HLA-G por imuno-histoquimica
entre controles saudaveis, pacientes de liquen plano pilar em area afetada e nao
afetada nas partes do foliculo piloso
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Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area ndo
afetada por liquen plano pilar, EColor: expresséo da coloragdo, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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5.5 IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

5.5.1 Analise da expressao de TLR2

A marcacé&o do anticorpo anti-TLR2 ¢é ilustrada na figura 16 e descrita a seguir:
¢ Presente no infundibulo, padrao citoplasmatico;

e Presente na BRE na regido do istmo, padr&o citoplasmatico;

e Presente na BRE na regido suprabulbar, padrao citoplasmatico;

e Ausente na BRI;

e Presente no bulbo, padréo citoplasmatico.

Comparou-se a expressao dos marcadores em cada regido nos 3 grupos,
aferida como intensidade média de pixel por area em unidades arbitrarias. O teste
ANOVA apontou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,0077).

No teste de comparac&o multipla de Tukey a intensidade de expresséo no bulbo
foi maior nos controles em relagcéo a area afetada (p = 0,0172) e em relagcéo a area
nao afetada (p = 0,0023). Nao houve diferenga estatistica entre as areas afetadas e
nao afetada (p = 0,8475) (Grafico 3).

A expressdao de TLR2 no istmo da area afetada ndo teve correlagado
estatisticamente significativa com o LPPAI (p = 0,05927) nem com a intensidade do
infiltrado inflamatorio (p = 08151).
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Figura 16 - Imunofluorescéncia direta com anti-TLR2 no couro cabeludo normal e em

area afetada e n&o afetada de pacientes com liquen plano pilar

Infundibulo

Suprabulbar

Fonte: Dr. Phillip Frost Department of Dermatology and Cutaneous Surgery, Miller School of
Medicine, University of Miami

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area ndo
afetada por liquen plano pilar. O CS corresponde ao controle 1 e o LPP ao paciente 11. Barras
de escala: 0.2mm e 0.05mm.
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Grafico 3 - Comparacéao da expressao de TLR2 por imunofluorescéncia direta entre

controles saudaveis, pacientes de liquen plano pilar em area afetada e nao afetada

nas partes do foliculo piloso
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Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area ndo
afetada por liquen plano pilar. * p < 0.05, ** p < 0.01.

5.5.2 Analise da expressao de TLR3

A marcagé&o do anticorpo anti-TLR3 ¢é ilustrada na figura 17 e descrita a seguir:

Presente no infundibulo, padrao citoplasmatico;

Presente na BRE na regido do istmo, padrdo citoplasmatico, mais

evidente na camada basal da BRE em padrao pontilhado;
Presente na BRE na regi&o suprabulbar, padrao citoplasmatico;
Ausente na BRI;

Presente no bulbo, padrao citoplasmatico.
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Comparou-se a expressao dos marcadores em cada regido nos 3 grupos,
aferida como intensidade média de pixel por area em unidades arbitrarias. O teste
ANOVA apontou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p <0,0001).
No teste de comparagédo multipla de Tukey a intensidade de express&o no istmo foi
maior nos controles em relagéo a area afetada (p <0,0001) e em relagcéo a area nao
afetada (p = 0,0001). Também houve maior intensidade de expressao no istmo na
area nao afetada em relagéo a area afetada (p = 0,0039) (Grafico 5).

Encontrou-se correlagéo forte negativa entre a expressédo de TLR3 no istmo e
o LPPAI (r=-0,7038 e p = 0,0285). Nao houve correlagao estatisticamente significativa

com a intensidade do infiltrado inflamatorio (p = 0,6881) (Grafico 6).
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Figura 17 - Imunofluorescéncia direta com anti-TLR3 no couro cabeludo normal e em

area afetada e n&o afetada de pacientes com liquen plano pilar

-

: Suprabulbar

Fonte: Dr. Phillip Frost Department of Dermatology and Cutaneous Surgery, Miller School of
Medicine, University of Miami.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area ndo
afetada por liquen plano pilar. O CS corresponde ao controle 1 e o LPP ao paciente 11. Barras
de escala: 0.2mm e 0.05mm.
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Grafico 4 - Comparacéao da expressao de TLR3 por imunofluorescéncia direta entre
controles saudaveis, pacientes de liquen plano pilar em area afetada e nao afetada

nas partes do foliculo piloso

TLR3 -IF
*Kok
|
*ok
M
s 1500 KKKk
2 M mm Cs
27 3 LPPA
2§ 1000 @@ LPPNA
ge
S
23
ﬁ % 500+
o 3
85
=
3
= 0
@ © o & «°
& @ & ¥ S
@Q K"Q Q@
& %\)

Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area nao
afetada por liguen plano pilar. ** p < 0,01, *** p < 0,001, ****p < 0,0001.

Grafico 5 - Analises de correlagao entre as expressdes de TLR3 no istmo e o indice
de atividade de liquen plano pilar e intensidade do infiltrado inflamatdrio
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Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:LPPAI: indice de atividade de liquen plano pilar.
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5.5.3 Analise da expressao de TLR4

A marcacé&o do anticorpo anti-TLR4 ¢é ilustrada na figura 18 e descrita a seguir:
e Presente na camada basal no infundibulo, padrao citoplasmatico;
e Presente na BRE na regido do istmo, padrao citoplasmatico;
e Presente na BRE na regido suprabulbar, padréo citoplasmatico;
e Discreta na BRI, padrao citoplasmatico;
e Ausente no bulbo e haste capilar.

Comparou-se a expressao dos marcadores em cada regido nos 3 grupos,
aferida como intensidade média de pixel por area em unidades arbitrarias. O teste

ANOVA apontou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,0198).

No teste de comparagdo multipla de Tukey a intensidade de expressédo na
epiderme foi maior nos controles em relagédo a area afetada (p = 0,0311) e area nao
afetada (p = 0,0078). Nao houve diferenca estatistica entre as areas de LPP (p =
0,9107). A intensidade de expresséao no infundibulo foi maior nos controles em relagao
a area afetada (p = 0,0183). Nao houve diferenca estatistica entre os controles e as
areas nao afetadas, (p = 0,4872) nem entre as areas afetada e n&o afetada (p =
0,2301) (Grafico 7).

A expressdao de TLR4 no istmo da area afetada ndo teve correlagado
estatisticamente significativa com o LPPAI (p = 0,7211) nem com a intensidade do
infiltrado inflamatorio (p = 0,8151).



97

Figura 18 - Imunofluorescéncia direta com anti-TLR4 no couro cabeludo normal e em

area afetada e n&o afetada de pacientes com liquen plano pilar
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Fonte: Dr. Phillip Frost Department of Dermatology and Cutaneous Surgery, Miller School of
Medicine, University of Miami.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area ndo
afetada por liquen plano pilar. O CS corresponde ao controle 1 e o LPP ao paciente 11. Barras
de escala: 0.2mm e 0.05mm.
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Grafico 6 - Comparacéo da expressao de TLR4 por imunofluorescéncia direta entre

controles saudaveis, pacientes de liquen plano pilar em area afetada e nao afetada

nas partes do foliculo piloso
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Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area ndo
afetada por liquen plano pilar. * p < 0.05.

5.5.4 Analise da expressao de TLR5

A marcacé&o do anticorpo anti-TLRS5 é ilustrada na figura 19 e descrita a seguir:

Presente na camada basal no infundibulo, padrao citoplasmatico;
Presente na BRE na regido do istmo, padréo citoplasmatico;
Presente na BRE na regi&o suprabulbar, padrao citoplasmatico;
Discreta na BRI, padrao citoplasmatico;

Ausente no bulbo e haste capilar.
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Comparou-se a expressao dos marcadores em cada regido nos 3 grupos,
aferida como intensidade média de pixel por area em unidades arbitrarias. O teste
ANOVA apontou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,0003).

No teste de comparagdo multipla de Tukey a intensidade de expressédo na
epiderme foi maior nos controles em relagao a area afetada (p = 0,0233). Nao houve
diferenga estatistica na epiderme entre os controles e as areas n&o afetadas (p =
0,1209), nem entre as areas afetadas e ndo afetada (p = 0,7458). A intensidade de
expressdo no infundibulo foi maior nos controles em relagdo a area afetada (p=
0,0113) e n&o afetada (p = 0,0436). Nao houve diferenga estatistica no infundibulo

entre as areas afetadas e ndo afetadas (p = 0,8017) (Grafico 8).

A expressdao de TLR5 no istmo da area afetada ndo teve correlagao
estatisticamente significativa com o LPPAI (p = 0,6791) nem com a intensidade do
infiltrado inflamatorio (p = 0,8952).
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Figura 19 - Imunofluorescéncia direta com anti-TLR5 no couro cabeludo normal e em

area afetada e n&o afetada de pacientes com liquen plano pilar

Infundibulo

Suprabulbar

Fonte: Dr. Phillip Frost Department of Dermatology and Cutaneous Surgery, Miller School of
Medicine, University of Miami.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area nao
afetada por liquen plano pilar. O CS corresponde ao controle 1 e o LPP ao paciente 11. Barras
de escala: 0.2mm e 0.05mm.
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Grafico 7 - Comparacéao da expressao de TLR5 por imunofluorescéncia direta entre
controles saudaveis, pacientes de liquen plano pilar em area afetada e nao afetada
nas partes do foliculo piloso
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Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area nao
afetada por liquen plano pilar. * p < 0.05.

5.5.5 Analise da expressao de Cav-1

A marcacéo do anticorpo anti-Cav-1 € ilustrada na figura 20 e descrita a seguir:
¢ Presente na camada basal do infundibulo, padrdo membranoso;

e Presente na camada basal da BRE na regido do istmo, padrao

membranoso;

e Fracamente positiva na BRE na regido suprabulbar, padrao

membranoso;

e Ausente na BRI;
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¢ Fracamente positiva no bulbo, padrao membranoso.

Comparou-se a expressao dos marcadores em cada regido nos 3 grupos,
aferida como intensidade média de pixel por area em unidades arbitrarias. O teste
ANOVA nao apontou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p =
0,1042) (Grafico 9).

A expressdo de Cav-1 no istmo da area afetada n&o teve correlagdo
estatisticamente significativa com o LPPAI (p = 0,4875) nem com a intensidade do
infiltrado inflamatorio. (p = 0,8040).
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Figura 20 - Imunofluorescéncia direta com anti-Cav-1 no couro cabeludo normal e

em area afetada e ndo afetada de pacientes com liquen plano pilar

Infundibulo

Suprabulbar

Fonte: Dr. Phillip Frost Department of Dermatology and Cutaneous Surgery, Miller School of
Medicine, University of Miami.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area ndo
afetada por liquen plano pilar. O CS corresponde ao controle 11 e o LPP ao paciente 11.
Barras de escala: 0.2mm e 0.05mm.
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Grafico 8 - Comparacgao da expressao de Cav-1 por imunofluorescéncia direta entre
controles saudaveis, pacientes de liquen plano pilar em area afetada e néo afetada
nas partes do foliculo piloso

Cav-1IF

150
Il CS

1 LPPA
3 LPP NA

-

(=

o
|

[$)]
o
|

Média de intensidade de pixel / Area
(unidades arbitrarias)

Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area ndo
afetada por liquen plano pilar.

5.5.6 Analise da dupla marcagao de anti-Cav-1 e anti-TLR 2, 3, 4 e 5 no foliculo

piloso

As reagdes de IFD foram padronizadas com o anticorpo primario anti-Cav1
hospedeiro em coelho e anti-TLRs hospedeiro em camundongo. Os anticorpos
secundarios utilizados foram AlexaFluor 488 anti-coelho e AlexaFluor 594 anti-
camundongo de modo que a marcagao em verde correspondesse a Cav-1 e as em
vermelho correspondessem ao grupo de TLRs. A colorag&o azul corresponde ao DAPI
(4',6'-diamino-2-fenil-indol) que marca regides de DNA ricas em adenina-timina
(nucleo celular). A coexpressdo dos marcadores foi mostrada em amarela, vista

discretamente com TLR3 em area nao afetada e com TLR4 (figura 21).
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Figura 21 - Imunofluorescéncia direta com dupla marcagéo de anti-Cav-1 e anti

TLR2, 3, 4 e 5 no couro cabeludo normal e em area afetada e nao afetada por liquen

plano pilar
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Fonte: Dr. Phillip Frost Department of Dermatology and Cutaneous Surgery, Miller School of
Medicine, University of Miami.

Legenda:CS: controles saudaveis, LPP A: area afetada por liquen plano pilar, LPP NA: area nao
afetada por liquen plano pilar. Fluorescéncia vermelha corresponde aos TLRs, fluorescéncia
verde corresponde a Cav-1, fluorescéncia azul corresponde a DNA. Devido aos diferentes
tamanhos dos foliculos pilosos as fotos foram tiradas em aumentos diferentes.
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6 DISCUSSAO

O LPP é uma doencga rara e estigmatizante. Apesar do grande impacto na
qualidade de vida dos pacientes, o LPP e as ACP permanecem desconhecidas para
a populagao e para a comunidade médica e cientifica. Os sintomas de dor, prurido e
queimacao, bem como a perda irreversivel dos cabelos e as consequéncias sobre a
autoestima e relagdes sociais sdo pouco valorizadas frente a outras doencgas, inclusive
dentro da dermatologia. Os estudos sobre LPP s&o escassos na literatura e seus
mecanismos fisiopatogénicos ainda pouco conhecidos. Além disso, devemos
considerar as dificuldades técnicas inerentes ao estudo do FP: um 6rgao composto
por diversos tipos celulares especializados, que se modifica ciclicamente e esta em
constante interagdo com a derme, rede vascular, neural, anexos cutdneos e o0 meio
externo. Até mesmo o comportamento fisiologico do FP humano é pouco conhecido.
Neste contexto, este estudo se propés a descrever a expressao de marcadores
teciduais ndo s6 em estado de doenca mas também em area clinicamente nao

afetada, potencialmente predisposta a doenga, e em controles sem doenca.

A amostra de pacientes de LPP deste estudo € analoga a descrita na literatura,
com predominio de mulheres na faixa dos 50 anos. Difere da literatura pela maior
presenca de pardos, provavelmente representativa da maior miscigenagao do Brasil.
Ha grande variag&o no tempo referido de historia de doenga (0,5 a 26 anos: média de
5,05 anos, mediana de 2,75 anos), um dado pouco presente nas séries de caso
publicadas, mas relevante, uma vez que os dados sobre a histéria natural da doenca
sdo escassos®4'. Neste trabalho ndo houve correlagédo entre atividade de doencga
medido pelo LPPAI e intensidade do infiltrado inflamatério com tempo referido de
historia de doenca. Chieregato et al. (2003)3? reportaram uma duragdo média de 13
meses em 30 pacientes com LPP na lItalia, mas n&o correlacionou este dado com

outras variaveis.

A avaliagdo anatomopatolégica das areas afetadas de LPP reafirmou os
principais achados caracteristicos da doencga que sao alteragdes focalizadas no FP,
em especial no istmo. Todas as amostras de area afetada exibiam infiltrado
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inflamatorio ao redor do istmo de intensidades leve (5/10) a intensa (2/10). Em
comparacgao, das 10 amostras de area nao afetada, 5 apresentavam peristmite, sendo
1 moderada e 4 peristmite leve; e as outras 5 amostras ndo apresentavam infiltrado
inflamatdrio. Estes resultados estdo em concordancia com a literatura que considera
que as areas nao afetadas clinicamente possam apresentar alteragdes patoldgicas na
histologia e que o LPP seja um processo mais generalizado, que envolve todo o couro
cabeludo'®.

Um outro achado caracteristico do LPP e suas variantes é a perda/auséncia de
glandulas sebaceas®. Este elemento nao foi avaliado neste estudo porque exige cortes
transversais das amostras, que possibilitam o exame de todo o fragmento. Neste
estudo optou-se pelos cortes longitudinais com o objetivo representar as diversas
partes do FP em menos laminas, sem prejuizo na avaliagdo das caracteristicas
diagndsticas do LPP'%81%° Nos nossos cortes observou-se a presenga de infiltrado
inflamatorio ao redor das glandulas sebaceas em 3/10 casos de area afetada, 3/10
casos de area n&o afetada e 2/11 controles saudaveis. Estes resultados estdo de
acordo com o publicado por Al-Zaid et al. (2011)'"° que concluiram que a inflamagéo
das gléndulas sebaceas era mais frequente nas ACP mas nao especifica, sendo

também identificada em alopecias nao cicatriciais.

Inesperadamente, o estudo dos controles revelou que 4/11 amostras
apresentavam infiltrado linfo-histiocitario perifolicular leve na regido do infundibulo e
4/11 na regidao do istmo. Outros achados considerados patolégicos também foram
identificados como hiperqueratose periosteal em 1/11, degeneragcédo vacuolar do
epitélio folicular em 2/11, infiltrado perifolicular rechagado por fibrose em 4/11 e fibrose
eosinofilica em 4/11. Doche et al. (2018)'%” também avaliaram fragmentos de couro
cabeludo de 11 controles saudaveis em duas regides e encontrou inflamagao
perifolicular leve associada a espongiose em 36% (n = 4) das amostras anteriores e
18% (n = 2) das posteriores. Os autores relacionaram os achados a possivel dermatite
seborreica leve e descrevem que nao havia inflamacao linfocitica peristmica, fibrose
perifolicular nem depdsitos de mucina nas amostras dos controles. Estes resultados
reforcam a necessidade de maior conhecimento sobre o couro cabeludo normal. Por

ser uma interface com o meio externo, o FP naturalmente responde aos estimulos
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com recrutamento de células imunes e alteracdes inflamatérias e a identificagcado de
peristmite leve ndo é critério definitivo para o diagndstico de LPP pois pode ser

encontrado em couro cabeludo normal.

Em relacdo ao estudo dos marcadores escolhidos, iniciaremos a discussao
pelo HLA-G, realizado através de IHQ. O papel do HLA-G se expande rapidamente
na oncologia, mas permanece limitado na imunologia da pele e dos anexos. Nos
poucos estudos publicados, a expressao da proteina na pele foi detectada em estados
patoldgicos, curiosamente em psoriase e dermatite atdpica, doengas consideradas
modelos de polos opostos de imunidade, respectivamente Th1 e Th2. Na opinido de
alguns autores, a explicagao estaria no fato de que a expressao de HLA-G é induzida
por diferentes citocinas, inclusive IFN-y e IL10, que possuem papéis antagbnicos em
estimular e suprimir a resposta inflamatéria’”!. Dentro deste contexto, o HLA-G na
pele teria a fungdo de contrabalancear a resposta excessiva em doencas

inflamatorias.

Hipoteticamente, o HLA-G poderia estar presente no FP normal, como guardido
do IP assim como no feto e na matriz ungueal e/ou poderia estar presente no FP de
alopecias como resposta ao ataque inflamatério. Neste estudo a expressao de HLA-
G foi detectada em todas as partes do FP, tanto dos controles quanto em area afetada
e nao afetada de pacientes com LPP. Os achados estdo em concordancia com
trabalhos que detectaram HLA-G no FP normal através de IHQ'®* e mRNA de HLA-G
regulado positivamente em culturas de queratinécitos derivados do bulbo e bainhas
de FP normais'®?. Na comparag&o entre os grupos, houve diferenca estatisticamente
significativa apenas na area do bulbo. O bulbo apresentou maior porcentagem de area
marcada e EColor na area afetada em relacdo a nido afetada e controles, sem
diferenga entre os ultimos. Este resultado favorece a hipotese do HLA-G estar
presente como contrabalango do ataque inflamatério. Entretanto, o bulbo ndo é a
regido alvo do LPP no modelo de doenga atual. A presenga mais intensa de HLA-G
no bulbo na area acometida por LPP provavelmente envolve mecanismo indiretos.
Mais estudos com amostras maiores poderdo esclarecer a relacédo de HLA-G com o
FP normal e em estados patologicos.
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Quanto a avaliagdo dos outros marcadores por IHQ, as reacdes anti-TLR2,
TLR4 e TLR5 malsucedidas explicitam a dificuldade técnica em padronizar
cromogenos alternativos ao DAB. A impraticabilidade de diferenciar a coloragao
amarronzada do DAB com a melanina promoveu o desenvolvimento de técnicas de
despigmentagdo da melanina e a padronizagdo de outros cromogenos'’2173, Neste
trabalho foram feitas diversas tentativas de uso do TrueBlue Peroxidase substrate e
somente os anticorpos anti-TLR3 e HLA-G tiveram marcagéo considerada especifica.
Como alternativa a IHQ usamos o método de IFD. Apesar de mais custosa, a IFD
apresenta algumas vantagens em relagdo a IHQ. A IFD tem uma melhor “relagao
sinal-ruido” e uma faixa de intensidade da coloracdo dinamica mais ampla e linear do

que a IHQ, permitindo uma avaliagédo quantitativa mais acurada'’4.

Através de IFD este estudo descreve o padrao de expressao dos TLR2 e 3 em
FP humanos de forma inédita. Previamente, havia descrigdo apenas do padrao de
expressdo de TLR 4 e 5 em FP humanos normais'® e de TLR 2, 4 e 5 em FP

murinos32,

A expresséo de TLR2 neste estudo foi observada em todas as regides do FP,
diferentemente do descrito em murinos, nos quais a positividade de marcacao de
TLR2 é detectada nas porgdes média e proximal/inferior do FP, com excegéo do bulbo
e infundibulo'2. Em humanos, Pivarcsi et al. (2003) reportaram marcagao intensa nos
FP através de IHQ mas sem especificar a regido avaliada. No artigo publicado ha uma
figura corresponde a esta afirmacdo, mas que n&do contém o bulbo; a imagem
representa um corte transversal de um FP com BRE e BRI'7®. Dessa forma, a
expressdo de TLR2 no bulbo ainda nao foi explorada. Ademais, na comparagéao entre
0s grupos a intensidade de expressao no bulbo foi maior nos controles em relagéo a
area afetada e em relacéo a area nao afetada, sem diferenga entre as ultimas.

O TLR2 é o mais estudado do grupo nas doengas dermatoldgicas e liquenoides,
sendo que no LPO é considerado como pega-chave nos mecanismos da
fisiopatoldgicos da doenga'?. Porém, sua fungéo no FP permanece desconhecida.
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Em uma investigagao sobre cicatrizagao de feridas com camundongos TLR2-
knockout a delegao de TLR2 nao teve efeitos sobre a proliferacao das células tronco

foliculares ou no potencial de cicatrizagao'®.

A expressdo de TLR3 em FP humanos foi encontrada em todas as partes do
FP tanto por IHQ quanto por IFD. Os padrdes de marcacdo nos dois métodos foram
semelhantes mas apenas na IFD houve diferenga na intensidade de expresséo,
possivelmente pelas limitacdes da IHQ. A expressao no istmo foi diferente entre os 3
grupos, sendo mais intensa nos controles, intermediaria na area nao afetada e menor
na area afetada. Além disso, houve correlagdo forte negativa entre a expresséo de
TLR3 no istmo e o LPPAL.

A relacdo do TLR3 com o FP esta sendo recentemente explorada.
Tradicionalmente admite-se que o ligante de TLR3 é RNA de fita-dupla, o que o
caracteriza como importante detector de infec¢ao viral. Porém, ferimentos fisicos ou
induzidos por radiag&o ultravioleta que levem a necrose liberam DAMPs, incluindo
RNA de fita-dupla'”. A ativagédo do TLR3 por RNA de fita-dupla seria um dos primeiros
eventos responsaveis pela neogénese do FP induzida por feridas, um fenébmeno que
ocorre na pele de mamiferos adultos, em que FP totalmente funcionais sao
regenerados no centro de grandes feridas de espessura total'’8179, A ativagédo de
TLR3 leva a indugédo da via de sintese de acido retindico que sabidamente esta
ativada na neogénese folicular de murinos. E também o mecanismo pelo qual lasers
de rejuvenescimento induzem assinaturas de expressao génica para RNA de fita-
dupla e sintese de acido retindico em humanos'®. Isto posto, os resultados deste
estudo corroboram que a presenca de TLR3 esta associada a normalidade. A
diminuicdo de expressao de TLR3 na area predisposta a doencga (area nao afetada) e
a perda na area afetada podem estar associadas a perda de capacidade de
regeneragao do FP.

No nosso estudo o padrao de expressao de TLR4 e TLRS foi semelhante: na
epiderme e infundibulo ha positividade marcadamente na camada basal e apds a
insercao da glandula sebacea a positividade € vista em todas as camadas da BRE e
€ ausente no bulbo. Esta € uma caracterizagdo mais detalhada da previamente

descrita por Reithmayer et al. (2009) por IHQ'33. Os autores descrevem que o TLR4
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€ encontrado com intensidade moderada nas camadas suprabasais da BRE na parte
distal/superior, com fraca intensidade no meio, e é ausente na regido proximal/inferior
e o TLRS é encontrado com fraca a moderada intensidade por toda BRE do FP, sendo
que na parte distal/superior o TLR5 € mais intenso na camada basal. Em relacéo a
expressao na BRI, nossas amostras apresentaram fraca expressdo de ambos TLR 4
e 5, diferente dos resultados de Reithmayer que descrevem aumento da expressao
de TLR4 na BRI, na transi¢cao entre a parte proximal/inferior e média do FP em 80%
dos FP; e também expressdo moderada a intensa de TLR5 por toda BRI"33,

A expresséo de TLR4 e TLR5 diferiu entre os grupos na epiderme e infundibulo,
regides consideradas como nao sendo o principal alvo do LPP. Estes resultados
podem ser explicados pela complexa interacdo do FP com o microbioma.
Considerando que os principais ligantes de TLR4 e TLRS sao LPS e a flagelina, esses
receptores s&o indispensaveis na defesa contra patégenos, manutencéo da tolerancia
a bactérias comensais e indug¢ao de vias de reparo. Mudangas no microbioma podem
estar relacionadas as diferencas de expressao nas principais areas de interacado do
FP: a epiderme e o infundibulo. Estudos investigando o microbioma e disbiose ainda
apresentam diversas limitacbes, mas dados incipientes mostraram diferengcas na
composic¢ao bacteriana da pele do couro cabeludo e de FP em area afetada e néo
afetada de pacientes com AFF e LPP e controles®'. O género mais abundante nas
areas lesionais e n&o lesionais de pacientes com LPP e AFF foi Staphylococcus,
enquanto Lawsonella dominou nos controles e em pacientes com alopecia areata.
Também houve diferenga na razdo de Firmicutes para Actinobactérias. Novos estudos
poderao esclarecer se a disbiose € causa ou consequéncia do processo patoldgico'®?.
Este estudo, pelo ndo envolvimento do istmo, sugere que a relagdo com o microbioma
nao seja causa da doenga, ou que possa se relacionar através de mecanismos

indiretos.

A figura 22 ilustra os diferentes padrdes de expresséo dos TLR 2, 3,4 e 5 de
acordo com cada regiao do FP por IFD.

Em relacdo a expressdao de Cav-1, este estudo confirma a presenca de
marcacdo no FP de couro cabeludo humano conforme descrito anteriormente’®?,

porém sem diferenca entre os grupos. Jozic et al. (2021)'° descreveram a marcagao



112

de Cav-1 nas células mais externas da BRE em colocalizacdo com K15 e CD34,
marcadores conhecidos de células-tronco foliculares. Com esta metodologia,
encontraram expresséo significativamente elevada em FP de pacientes com AFF.
Contudo, nesta amostra com pacientes de LPP este resultado ndo se confirmou,
possivelmente porque as doencas LPP e AFF s&o diferentes ou porque a marcagao
neste estudo foi feita com os TLRs, o que poderia ter prejudicado a selegdo mais
precisa do local de células-tronco foliculares.

A coexpressao e a interagao funcional entre Cav-1 e os receptores TLRs ja
foram descritos em especial em TLR4 nos macrofagos'®'8 mas neste estudo néo

houve coexpresséo significativa entre os TLRs e Cav-1.
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Figura 22 - Diferentes padrdes de expressao dos TLR 2, 3, 4 e 5 no foliculo piloso

por imunofluorescéncia direta

TLR2 TLR3 TLR4 TLR5

Fonte: Dr. Phillip Frost Department of Dermatology and Cutaneous Surgery, Miller School of
Medicine, University of Miami.

Legenda:Barra de escala: 0.2mm.
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7 CONCLUSOES

O LPP é uma enfermidade estigmatizante e ainda pouco compreendida com
relagdo a sua fisiopatologia. Este estudo visou explorar a expressao cutanea de
marcadores envolvidos na inflamagao, como os TLRs, HLA-G e Cav-1 em pacientes
com o diagndstico de LPP classico. Nossos achados nos permitiram concluir que:

a) Ha correlacdo forte negativa de TLR3 com o LPPAI. As areas clinicamente
nao afetadas de LPP podem apresentar infiltrado inflamatério ao redor do
istmo de intensidade equivalente ou menor que da area afetada. As
amostras de controles saudaveis podem apresentar infiltrado inflamatorio
leve no infundibulo e no istmo, degenerac&o vacuolar do epitélio folicular,
hiperqueratose periosteal, infiltrado perifolicular rechagado por fibrose e

fibrose eosinofilica;

b) Quanto a expressao tecidual dos marcadores através de IHQ, verificamos
que a expressao de HLA-G foi detectada em todas as partes do FP. No bulbo
foi maior na area afetada em relagao a area nao afetada e em relagéo aos
controles saudaveis, sem diferenca entre os ultimos. A expressao de TLR3
por IHQ apresentou padrao e localizacdo semelhantes a IFD, e ndo houve
diferenca entre areas afetadas, nao afetadas e controles saudaveis;

c) Quanto a descrigdo da expresséao tecidual dos marcadores nas diferentes

partes do FP através da IFD, observamos que:

e TLR2 e TLR3 tém padrao citoplasmatico presente em todas as camadas
do FP, exceto na BRI;

e TLR2 no bulbo tem menor intensidade de expressao nas areas afetadas
e nao afetadas em relacédo ao FP de controles saudaveis;

e TLR3 no istmo tem expressdo mais intensa nos controles, intermediaria

na area nao afetada e menos intensa na area afetada;
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e TLR4 e TLRS5 tém padréo citoplasmatico na camada basal do infundibulo,
em todas as camadas da BRE na regido de istmo e suprabulbar, sendo
discreta na BRI, e ausente no bulbo e haste capilar;

e TLR4 na epiderme tem menor intensidade de expressdo nas areas
afetada e ndo afetada por LPP em relacdo ao controles saudaveis; no
infundibulo tem menor intensidade na area afetada em relagcdo aos

controles saudaveis;

e TLR5 na epiderme tem menor intensidade de expressao na area afetada
por LPP do que nos controles; no infundibulo tem menor intensidade nas

areas afetada e ndo afetada em relagdo aos controles saudaveis;

e Cav-1tem padrao membranoso na camada basal no infundibulo, camada
basal da BRE no istmo, ausente na BRI e fracamente positiva na BRE da
regido suprabulbar e bulbo, sem diferengca entre os grupos. Nao ha
coexpressao significativa entre os TLRs e Cav-1 no FP.

Os resultados confirmam que HLA-G, TLR 2, 3, 4 e 5 e Cav-1 estédo presentes
no FP, com expressao variavel quanto a intensidade, padrao e regiao do FP. Dentre
eles destaca-se o TLR3 que € expresso no istmo dos controles saudaveis, esta
diminuido na area ndo afetada e tem ainda menor expressdo na area afetada.
Pesquisas futuras poderdo confirmar seu papel na fisiopatologia do LPP e sua

relevancia como marcador diagnostico e progndéstico desta enfermidade.
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ANEXOS

ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO- HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Andlise da expressado de HLA-G e receptores toll-like 2, 3, 4 e 5 no foliculo
piloso do couro cabeludo de pacientes com liquen plano pilar

Pesquisador principal — Professora Doutora Valéria Aoki (Inscricdo Conselho Regional: n°
60080)

Departamento/Instituto — Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP)

Duragao da Pesquisa: 02 anos

Convidamos o(a) Sr.(a) a participar voluntariamente deste estudo sobre uma doenga causadora
de perda permanente de cabelos chamada liquen plano pilar. Para que vocé possa tomar uma deciséo
se quer ou nao participar deste estudo, este documento descreve o objetivo do estudo, seus direitos e os
possiveis beneficios e riscos de participagdo. Leia as informagdes com calma e sinta-se a vontade para
decidir se é do seu interesse participar desta pesquisa. Se tiver alguma duvida, pergunte ao médico do
estudo para obter mais esclarecimentos.

Quais sdo os objetivos do estudo?

O estudo tem como objetivo entender melhor os mecanismos que causam o liquen plano pilar.
Assim, o surgimento de novos conhecimentos podem ajudar a esclarecer dluvidas e serdo muito
importantes para melhorar o tratamento e o seguimento dos pacientes com a doenca.

Quais procedimentos serao realizados?

Serdo avaliados fragmentos de couro cabeludo coletados através de bidpsia apés autorizacéo
dos pacientes, durante seu acompanhamento habitual no Hospital das Clinicas.

Se vocé tem liquen plano pilar, serédo coletadas duas bidpsias: uma na regido da perda capilar e
outra em uma area de couro cabeludo n&o afetada.

Se vocé ndo tem liquen plano pilar, sera coletada uma biépsia no local onde sera o corte da
cirurgia, que nado afetara o aspecto final da sua cicatriz.

As biopsias serdo realizadas apds injecdo de anestesia, retirada de um ou mais fragmentos de
pele de 6mm de didmetro, fechamento do local da cirurgia por pontos com fio de Nylon e cobertura com

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador.
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curativo. O local da biopsia sera fotografado para registrar a(s) area(s) do couro cabeludo onde foi(ram)
feita(s) a(s) biopsia(s).

Quais os possiveis riscos e desconfortos decorrentes da participagao na pesquisa?

A biopsia de couro cabeludo é considerada um procedimento minimamente invasivo que pode
gerar desconforto leve e tratavel com analgésicos comuns. O local da biopsia deve ser limpo diariamente
com agua e xampu ou sabonete para manter o local limpo. Caso haja dor latejante, saida de pus, calor
ou vermelhiddo no local o participante deve entrar em contato com a Dra. Alessandra Anzai para o
tratamento imediato. A biopsia deixa no local uma pequena cicatriz mas que ndo é comumente visivel.
Ao participar da pesquisa, o paciente continuara seu seguimento habitual no ambulatério de
dermatologia, e seu tratamento ndo sera influenciado pelo estudo.

Quais sao os beneficios do estudo?

Nao ha beneficio direto para o participante, pois se trata de estudo que pretende entender os
mecanismos da doenga, ainda sem impacto no tratamento. No entanto, o maior conhecimento sobre
esta doenga pode melhorar a assisténcia a saude dos doentes.

Como sera o acompanhamento e a assisténcia durante o estudo? Quais sdo os direitos dos
participantes?

Os pacientes que tem liquen plano pilar continuardo a ser acompanhados de modo habitual no
ambulatério da dermatologia e os pacientes sem liquen plano pilar no ambulatério de origem. Todos os
participantes do estudo terdo acesso aos resultados da biopsia e das conclusdes da pesquisa no
momento em que quiserem e com as explicagcdes necessarias para seu entendimento.

E garantido aos participantes a liberdade de recusar-se ou retirar o seu consentimento e deixar
de participar do estudo a qualquer momento, sem penalizagdo alguma, de sigilo e privacidade, e sem
qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicao.

As informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificagdo de nenhum deles. Os pesquisadores comprometem-se a utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa. Os participantes terdo o direito de manterem-se
atualizados sobre os resultados parciais das pesquisas.

Ha alguma despesa para o participante da pesquisa?

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também n&o ha compensacgao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgcamento da pesquisa.

Caso aceite participar da pesquisa, em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de duvidas. O principal investigador é a
Prof? Dra. Valéria Aoki, que pode ser encontrada no enderego. Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155,
5°.  Andar, PAMB-Dermatologia CEP: 05403-000, Telefone (11) 2661-6398, e-mail
dermatologia.ichc@hc.fm.usp.br. Também podera entrar em contato com a pesquisadora Alessandra
Anzai no mesmo enderecgo e telefone. Se vocé tiver alguma consideragédo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 - 5° andar - tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail:
cappesq.adm@hc.fm.usp.br.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.
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Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Analise da expressdo de HLA-
G e receptores toll-like 2, 3, 4 e 5 no foliculo piloso do couro cabeludo de pacientes com
liquen plano pilar”.

Eu discuti as informagées acima com o Pesquisador Responsavel (Dra. Valéria
Aoki) ou pessoa (s) por ele delegada (s) (Dra. Alessandra Anzai) sobre a minha decisao
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os
potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo um via rubricada pelo
pesquisador.

Assinatura do participante /representante legal
Data

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.
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DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

T N OME . Lottt b et e eae Shee ettt e eh bt e et e e et e neeaneenh e st e aeeehaeereeeneean
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ccoiiiiiiieie e SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: .
ENDEREQGO ...ttt
BAIRRO: ......cccovenee. CIDADE

.. TELEFONE: DDD (............ R

2 RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ......

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......cocoooerrerreeeeeeeeenn SEXO: Mo Fo

DATA NASCIMENTO.: ..............

ENDEREGO: ... eeveeeeee e eee e eeeeseseesees e esesesesesesseseeeeeseseeseees [N APTO: oo
BAIRRO: .....ovvveeeere. CIDADE: ..

CEP: oo, ..... TELEFONE: DDD (........... Yereeereeeronenes

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.
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ANEXO B - Carta de aprovagio da Comissio de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa- CAPPESQ do HCFMUSP

4 and USP - HOSPITAL DAS
X CLINICAS DA FACULDADE DE Wm
bt MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise da expressado de HLA-G e receptores toll-like 2, 3, 4 e 5 no foliculo piloso do
couro cabeludo de pacientes com liquen plano pilar

Pesquisador: Valeria Aoki

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 81997418.2.0000.0068

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.509.708

Apresentacao do Projeto:

Avaliacéo da expressao de receptores Toll-like em biopsias de couro cabeludo de pacientes com liquen
plano pilar, comparando com individuos normais.

Objetivo da Pesquisa:

Comparar a expressao de TLRs e HLA-G na epiderme e foliculo piloso de pacientes portadores de liquen
plano pilar, com biopsias na zona afetada e ndo afetada, e de individuos ndo acometidos pela patologia;
correlacionar a expressao imunohistoquimica destes marcadores com a sintomatologia e gravidade do
infiltrado inflamatorio nas lesGes de liquen plano pilar.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sdo os inerentes a realizacdo de biopsias cutanéas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

ndo apresenta questionamentos eticos, uma vez que o grupo controle que fornecera amostra de pele s,
sera composto por pacientes que serdo submetidos a cirurgia neurolégica, os quais, apos assinatura do
TCLE, concordarem em ceder amostra de pele do couro cabeludo

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O TCLE esta adequado a finalidade da pesquisa

Recomendacées:

APROVADO.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesg.adm®@hc.fm.usp.br
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~ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagéo do Parecer: 2.509.708

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

APROVADO.

Considerac6es Finais a critério do CEP:

o™

mo

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo

CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas

individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para

publicagé@o, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrupcéo do projeto ou a néo publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgodes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 11/01/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1041686.pdf 22:43:54
Declaragao do justorcamento.pdf 11/01/2018 |Valeria Aoki Aceito
Patrocinador 22:43:33
Declaragao de compromissodoutorado.pdf 11/01/2018 |Valeria Aoki Aceito
Pesquisadores 22:43:13
Cronograma Cronograma.docx 11/01/2018 | Valeria Aoki Aceito

22:42:18
Folha de Rosto FR_ValeriaAoki.pdf 09/01/2018 | Valeria Aoki Aceito
18:32:59
TCLE / Termos de | TCLE_anzai.doc 11/12/2017 |Valeria Aoki Aceito
Assentimento / 23:42:40
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | projeto.docx 11/12/2017 |Valeria Aoki Aceito
Brochura 23:42:28
Investigador

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail:

cappesg.adm@hc.fm.usp.br
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r USP - HOSPITAL DAS
X CLINICAS DA FACULDADE DE W““'
L MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagéo do Parecer: 2.509.708

SAO PAULO, 23 de Fevereiro de 2018

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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