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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

5aR
AAG
APF
APS
AS
BMP
DAPI
Dkk-1
FGF
FP

MEC
PD
RA
SHH
TGF-B

5 alfa-redutase

alopecia androgenética

alopecia de padrao feminino
aparelho pilossebaceo

alopecia senil

proteina morfogenética 6ssea

4" ,6-diamidino-2-phenylindole
inibidor Dickkopf de WNT, homologo 1
fator de crescimento de fibroblastos
foliculo piloso

interleucina

matriz extracelular

papila dérmica

receptor de androgénio

sonic hedgehog

fator de crescimento transformador 3



RESUMO

Introducgéo: Alopecia de padréo feminino (APF) caracteriza-se pela reducao
gradual da espessura das hastes e da densidade dos fios de cabelo principalmente
na regido fronto-parietal do couro cabeludo. E a principal causa de alopecia em
mulheres adultas e pode gerar grande impacto na qualidade de vida. Além da
predisposicdo genética e do componente hormonal, a APF apresenta outros
elementos na sua fisiopatologia que ainda ndo foram completamente elucidados. Em
ensaios clinicos controlados, cerca de 40% das pacientes ndo apresentam melhora
clinica com os tratamentos disponiveis. A melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na sua fisiopatologia propicia o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas mais especificas e eficazes. O papel de estimulos mesenquimais ao
foliculo piloso no desenvolvimento e na progressao da APF ainda néo foi investigado
sistematicamente.

Objetivo: Avaliacdo dos elementos envolvidos na transicdo epitélio-
mesenquimal da APF, nos seguintes aspectos: quantificacédo do infiltrado CD4 e CD8,
avaliacao quantitativa de fibroblastos dérmicos e quantificacédo da fibrose perifolicular.

Método: Foi conduzido um estudo transversal envolvendo trinta pacientes do
género feminino portadoras de APF. Avaliaram-se amostras de pele do couro
cabeludo (frontal e occipital) que foram processadas para HE, Herovici e imuno-
histoquimica para CD4, CD8 e vimentina. As pacientes foram divididas em dois
grupos: no grupo horizontal (GH), com 10 pacientes, foram realizados cortes
horizontais nas amostras obtidas pela biopsia, e no grupo longitudinal (GL), com 20
pacientes, foram realizados cortes longitudinais. As variaveis foram comparadas de
acordo com o grupo de foliculos (terminal versus miniaturizado) e a gravidade da
alopecia, segundo classificacdo clinica de Sinclair.

Resultados: A miniaturizacao (>10%) dos fios foi identificada tanto na regiao
frontal, quanto occipital dos casos de APF, havendo diferenca mais evidente nos
casos mais avancados (61% vs 37%; p < 0.001). Houve predominio do infiltrado CD4
perifolicular, mais intenso nos casos clinicamente mais graves (escore médio 2.9 vs
2.6; p = 0.004), assim como fibrose (escore médio 2.6 vs. 2.1; p = 0.006) e quantidade
de fibroblastos (escore médio 2.2 vs. 2.0; p = 0.035). Quanto a estrutura folicular
envolvida, CD4, CD8 e fibroblastos apresentaram maiores escores na regiao do istmo

(p<0.048), nos casos mais graves.



Conclusdes: Casos mais graves de APF apresentam maior infiltrado CD4,
fibrose e quantidade de fibroblastos perifoliculares, especialmente, na regido do istmo.

Caracterizando alterac¢des da transi¢céo epitélio mensenquimal na APF.

Palavras-chave: Calvicie de Padrdo Feminino, Alopecia Androgénica,

Inflamacao, Miniaturizacdo, Fisiopatologia



REVISAO DE LITERATURA

INTRODUCAO

A alopecia de padrdo feminino (APF), alopecia androgenética (AAG) feminina ou
calvicie feminina é a principal causa de alopecia em mulheres adultas. A sua
frequéncia aumenta com a idade, acometendo cerca de 25% das mulheres até os 50
anos e chegando a 40% até os 70 anos.!

A APF caracteriza-se como alopecia difusa ndo cicatricial, decorrente da
progressiva miniaturizacdo e posterior redu¢cdo do numero de foliculos pilosos,

principalmente nas regides frontal e parietal do couro cabeludo (Figura 1).2

Figura 1. Alopecia de padrao feminino. Observa-se rarefacé@o difusa dos cabelos na
regido frontal e parietal, preservando a linha de implantacéo anterior (Fonte: Ramos, 2015).

Usualmente, a APF ndo é acompanhada por sintomatologia sistémica ou
achados clinicos que ultrapassem o couro cabeludo. Em funcéo disso, muitas vezes,
sua importancia € subestimada. Apesar dos cabelos ndo exercerem uma funcéo
biolégica vital, apresentam grande relevancia relacionada a aparéncia e a fungéo de
identidade social.? A representacéo do cabelo saudavel na vida da mulher implica em

sentimentos de autoestima e interagcdo social. Em estudo brasileiro, o temor
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relacionado a perder todos os cabelos era tdo grande quanto o de se desenvolver um

infarto do miocérdio.3

MORFOGENESE DO FOLICULO PILOSO

O aparelho pilossebaceo (APS) é estrutura cilindrica bem organizada,
multicelular, que produz o pelo e é formada pelo foliculo piloso (FP), glandula sebacea
e musculo piloeretor#. O corpo humano possui cerca de cinco milhées de FPs, dos
quais cerca de 80 a 150 mil estdo no couro cabeludo.*

A morfogénese do FP tem inicio na nona semana de gestacao, sendo que o
seu desenvolvimento é resultado de interacdes neuroectodérmicas-mesodérmicas e
precisa da contribuicdo das distintas populacdes de células-tronco do FP: epiteliais,
da crista neural e mesenquimais.>® No inicio do desenvolvimento da pele fetal, focos
especificos da epiderme primitiva tornam-se capazes de gerar FP°, sendo que o0s
requisitos béasicos para o desenvolvimento do FP séo as intera¢des entre a epiderme
e o0 mesénquima subjacente®>®. Esses mecanismos sdo intrinsecos as trocas
epidérmicas-mesenquimais, que permitem a producdo do FP, sem necessitar de
circuitos hormonais ou neurais intactos®. Isso explica por que os FPs podem se
desenvolver novamente a partir de fragmentos de cultura de 6rgédos de pele fetal.®

A morfogénese folicular é composta por inducdo, organogénese e
citodiferenciacéo!®*. A inducdo vem da derme (estagios 0-1), resulta na formacéo do
placoide piloso, seguida da organogénese (estagios 2-5) e citodiferenciacdo ou
maturacdo (estagios 6-8), com cada fase requerendo interagcdes moleculares
especificas.®

A agregacao de células mesenquimais abaixo da epiderme é um dos primeiros
passos na formacgdo do FP®. Fibroblastos especializados interagem com a epiderme
e se tornam aumentados e alongados induzindo o crescimento focal dos placoides
pilosos em areas definidas, regularmente espacadas da epiderme sobrejacente®612,
A formacdo de placoides pilosos é seguida por condensacdo de fibroblastos
especializados com propriedades indutivas no mesénquima subjacente®. As
interacdes entre o placoide piloso epitelial e este condesado mesenquimal induzem a
proliferacdo de ambas as estruturas e estimula o processo de modelagem da papila

dérmica (PD) no mesoderma e a invaginagéo do placoide ectodérmico (Figura 2).4
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o

Figura 2. Interacéo epitélio-mesenquimal no desenvolvimento do FP. (Adaptado de Millar,
2002)

Uma vez que o aglomerado tenha sido formado, sinais epidérmicos s&o
necessarios para induzir o desenvolvimento do “centro de comando mesenquimal’ na
PD, iniciando a fase de organogénese. Apesar de inicialmente o crescimento epitelial
ser direcionado para baixo, ele é revertido de maneira ascendente, em resposta a
sinais gerados pela PD, pela via Wnt e proteina morfogenética 6ssea (BMP).*

Durante a organogénese, ocorre a inervacdo alvo-especifica do FP,
angiogénese, inicio da formacédo da unidade pigmentar®3. O comeco da terceira fase,
a citodiferenciacao do foliculo, ocorre em torno da 112 semana de gestacao e coincide
com o inicio da geracdo de melanina. Também ocorre a diferenciagdo de
queratinécitos em sebdcitos, no epitélio superior do FP.

ApoOs a concluséo de seu desenvolvimento, cada FP anageno esta ativamente
produzindo hastes pilosas, e devera passar por um curso completo de
transformacdes, que comeca com a regressao apoptose-dirigida (catageno), seguida
por um periodo de quiescéncia relativa (telégeno).'4

Os FPs humanos tendem a se organizar em aglomerados de trés ou mais FPs,
denominados “unidades foliculares”. Em uma biopsia do couro cabeludo, por punch 4
mm, seccionada horizontalmente, pode-se encontrar em torno de 12-14 unidades
foliculares.*®

Em um corte longitudinal, sdo distinguidas trés diferentes por¢cées do FP,
denominadas: infundibulo (desde o orificio folicular até a desembocadura da glandula

sebacea), istmo (delimitado superiormente pela glandula sebacea e inferiormente pela
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insercdo do musculo eretor do pelo) e segmento inferior (abaixo do musculo eretor).®

(Figura 3)

Acrotriquio
Glandula R = =
sebacea VR ] Infundibulo Regiao
\ ) N Persistente
Musculo R e VY
eretor

do pélo \

Istmo

140 A
Regf i< Porcao
Transitoria germinativa

Segmento
Inferior

Figura 3. Diagrama representando as regifes anatdmicas do FP (Adaptado de
Whiting, 1996).

O bulge ou protuberancia é a parte mais inferior da regido dita “permanente” do
FP durante o ciclo capilar, € considerado o principal sitio de células progenitoras,
importantes para regeneracao e para o ciclo folicular.t*

No segmento inferior do FP localiza-se o bulbo, parte mais espessa e profunda,
que circunda a PD contendo células do tecido conjuntivo e vasos sanguineos!! (Figura
4). A PD é composta por fibroblastos especializados, acredita-se que tais fibroblastos

produzam sinais que induzam a divisdo das células da matriz.4
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Figura 4. Diagrama representando o segmento inferior do FP (Adaptado de Whiting,
1996).

Existem muitas moléculas que controlam o desenvolvimento do FP através da
comunicacao entre a epiderme e a derme. A via de sinalizacdo Wnt é fundamental no
desenvolvimento do FP; B-catenina atua a jusante na via do Wnt, promovendo a
formacao dos placoides pilosos, apés o sinal dérmico inicial. Dentre outras, incluem a
proteina sonic hedgehog (SHH), bem como membros do fator de crescimento
transformador B (TGF-B), BMP, fator de crescimento de fibroblastos (FGF), e as
familias do fator de necrose tumoral (TNF).48

Sao descritos fundamentalmente dois tipos de cabelos, o terminal e o velol’.
Quanto ao aspecto anatdmico e tipo histolégico esses cabelos sdo muitos parecidos,
sendo sua diferenca basica o tamanho. Os velos apresentam diametro < 0,03 mm e
0os terminais = 0,06 mm. Entre essas duas medidas situam-se os cabelos
intermediarios.

O pelo velo é pequeno, mede geralmente menos de 2 cm, macio, pouco
pigmentado e ndo apresenta musculo piloeretor. O pelo velo pode se transformar em
terminal, como ocorre na barba do homem na puberdade. Uma verdadeira
transformacao de pelo terminal em velo ndo parece de fato ocorrer. No caso da
alopecia androgenética (AAG) ocorre uma miniaturizacdo dos pelos terminais,
resultando em um aspecto semelhante ao pelo velo*3. O fio miniaturizado assemelha-
se muito ao fio velo, porém ndo é um velo verdadeiro, pois, apesar de fino, apresenta
musculo piloeretor desenvolvido, diferentemente do velo que apresenta musculo

diminuido ao ausente.
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Os FPs se desenvolvem de forma periddica padronizada, tenho sido propostos
varios modelos para explicar o surgimento espontaneo de tais padrdes.1o-13

O ciclo bioloégico dos FPs nédo é sincronizado entre as unidades adjacentes,
assumindo comportamento de mosaico no couro cabeludo. E dividido didaticamente,
em trés fases: anadgena (fase de crescimento), catagena (regressdo) e teldégena
(quiescéncia relativa). Ao fim da fase telégena, o fio de cabelo original desprende-se
(fase exodgena ou teloptose) sendo reposto por um novo fio em fase inicial de
crescimento®®. Normalmente, no couro cabeludo, a fase anagena dura de 2-8 anos, a
catagena, 2-3 semanas e a teldgena, cerca de 3 meses.

Dessa forma, em um couro cabeludo adulto normal, ha cerca de 80-90% de
cabelos em fase andgena, 10-20% em fase telogena e 1-2% em fase catagena. O que
pode ser evidenciado pelo exame do tricograma ou pelo estudo anatomopatolégico.t’

FISIOPATOLOGIA DA APF

A APF envolve miniaturizacdo progressiva dos FPs e, subsequentemente, a
conversdo dos foliculos terminais em miniaturizados. Gradativamente, ocorre
diminuicdo da densidade capilar nas areas acometidas. A fisiopatologia da APF néo é
ainda completamente elucidada. Ha evidéncias de elementos genéticos, hormonais e,
possivelmente, ambientais envolvidos.'%2?

Na APF ocorre diminuicdo da duracéo da fase anagena e miniaturizacdo da PD
(afinamento do fio). Gradualmente, ocorre substituicdo de fios espessos e
pigmentados por fios miniaturizados (Figura 5). Além disso, ocorre atraso entre o fim
do telégeno e o inicio de novo anageno.? Essa fase em que o FP fica vazio é conhecida

como fase quendgena.??
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Figura 5. Esquemas representativos do ciclo do pelo. A. Ciclo normal do foliculo. B.
Alteracdes que ocorrem na APF: encurtamento da duracéo da fase andgena, aumento do
periodo de laténcia (fase quendgena) e miniaturizacdo dos foliculos. (Fonte: Ramos, 2015)

O FP é uma estrutura complexa em constante atividade; o desbalanco entre
diversos fatores de crescimento e citocinas, que mantém a fase anagena, e os que
promovem apoptose podem determinar o inicio precoce da fase catagena.?*

A apoptose difusa dos queratindcitos foliculares € o fenbmeno que leva a
regressao folicular que ocorre no catdgeno. O término prematuro da fase anagena é

evento marcante no desenvolvimento da APF.22-24

Fator hormonal

A principio, acreditava-se que a AAG masculina fosse uma entidade
exclusivamente andrégeno dependente. Observou-se que eunucos e homens
castrados antes de atingir a adolescéncia ndo desenvolviam alopecia. Porém, a
administracdo de testosterona induziu surgimento de alopecia nos individuos com
histéria familiar de alopecia'l. Essas observacdes em conjunto indicavam que a
testosterona, ou algum de seus metabdlitos, estavam envolvidas no desenvolvimento
da alopecia em individuos com predisposicédo genética.?®

Os androgénios difundem-se pela membrana citoplasmatica e se ligam a
receptores intracelulares especificos. Esse complexo hormdnio-receptor promove a
transcricdo de genes que sdo 0s principais responsaveis pelas suas acdes

teciduais.?2?
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A observacdo de que homens com deficiéncia genética de 5a-retudase (5aR)
tipo 2 ndo desenvolviam alopecia sugeriu a diidrotestosterona (DHT) como principal
andrégeno envolvido no desenvolvimento da AAG.?8

A 5a0R é enzima que converte a testosterona no metabdlito DHT. Existem dois
tipo de 5aR, tipo 1 e 2. A 5aR tipo 1 se expressa predominantemente em tecidos
extraprostaticos, como pele e figado, e a tipo 2, nos tecidos genitais e tem afinidade
por substratos esteroides.?®

A miniaturizagdo do FP por acdo dos androgénios ocorre principalmente pela
acao da DHT, que apresenta afinidade cinco vezes maior pelo receptor de androgénio
(RA) do que a testosterona. O androgénio ligado ao RA leva a transcricdo dos genes
responsaveis pela sua acdo biolégica nas células alvo.?

As evidéncias que indicam os androgénios como fatores determinantes para
surgimento de AAG baseiam-se em estudos em homens. A importancia dos
androgénios como causadores da alopecia na mulher foram inicialmente presumidos
pelo entendimento que, apesar das diferencas clinicas entre os géneros, tratava-se
da mesma entidade. Porém, o papel dos androgenos na APF é pouco claro, por isso
recomenda-se o0 termo “alopecia de padrdo feminino” ao invés de “alopecia
androgenética feminina”.30:31

O bloqueio da 5aR tipo 2 € eficaz no tratamento da AAG masculina, o que
corrobora a importancia da DHT na sua fisiopatologia. Porém, para tratamento da
APF, finasterida e dutasterida mostraram resultados menos consistentes, mesmo
quando utilizada em doses mais elevadas.3?

A APF e a AAG masculina compartilham uma via comum final de regresséo
folicular, mas o conhecimento atual sugere que a etiologia ndo € necessariamente a
mesma em ambos o0s sexos. Outros fatores, ndo hormonais, que ainda nao foram

identificados, provavelmente desempenham papel no desenvolvimento da APF.

Microinflamacéao

A implicacdo de uma inflamac&o perifolicular microscépica na AAG emergiu de
varios estudos!®>133, Mahé et al.1® propuseram o termo “ microinflamag&o”, porque o
processo envolve um curso lento e sutil, caracterizado por um infiltrado inflamatorio

linfo-histiocitario leve a moderado na regido peri-infundibular, em contraste com o
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processo inflamatério intenso e destrutivo nas alopecias inflamatérias cicatricias
classicas (Figura 6). A frequéncia deste processo € variavel.

Em 1993, Whiting avaliou a presenca do infiltrado inflamatério em 106 homens
com AAG e 22 controles (13 homens e 9 mulheres). Infiltrado inflamatério leve foi
encontrado em cerca de 30% dos casos e controles. Porém, infiltrado inflamatoério
moderado foi encontrado em 36% dos casos contra apenas 9,1% dos controles.®

O real valor desse processo inflamatoério para evolugdo da APF, assim como
sua possivel relacdo com o processo de miniaturizacdo e os elementos hormonais

envolvidos na APF, ainda ndo foram estabelecidos.
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Figura 6. Exame histopatolégico de APF. A. Corte transversal evidenciando grande

variabilidade no didmetro dos foliculos. B. Detalhe foliculo terminal. C. Detalhe de foliculo

miniaturizado, fibrose perifolicular e infiltrado inflamatério mononuclear esparso (HE 40x).
(Fonte: Ramos, 2016)
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Interac6es mesenquimais

Os fibroblastos dérmicos séo células mesenquimais responsaveis pela sintese
de colageno e glicosaminoglicanos, componentes da matriz extracelular (MEC), que
tém funcdo de suporte e estrutura da pele.3*

As suas fun¢des vao além de apenas produzir material para MEC. Uma de suas
funcdes mais conhecidas € a producdo de diversos fatores de crescimento e
proteases que promovem e regulam o processo de cicatrizacao de feridas. Além disso,
apresentam importante papel nas diferencas regionais das caracteristicas da pele em
NOSSO organismo, como nas areas de predominancia de fios terminais (couro cabeludo
e barba) e de fios miniaturizados (pele glabra).3*

Jahoda®®, em estudo em humanos demonstrou que fibroblastos dérmicos
cultivados do couro cabeludo geravam crescimento de longos fios terminais quando
transplantados para o braco, apontando a PD mesenquimal como importante centro

de sinalizacdo, capaz de induzir a formacdo de FP de novo apoés transplante.
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Utilizando o foliculo de vibrissa de roedor como modelo, estudos de transplante
demonstraram que a PD é de primordial importancia no crescimento do cabelo®®. As
papilas dérmicas podem induzir o crescimento capilar quando implantadas na
epiderme de outras areas®’*® e vérias associacdes entre a PD e epiderme foram
descritas, demonstrando profunda influéncia da PD na epiderme, incluindo a formacéo
de novos FPs.?

Quando cultivadas em cultura, as células da PD apresentam caracteristicas
morfoldgicas e comportamentais singulares em comparagéo com as células do tecido
conjuntivo de outras fontes da pele*°, podem induzir o crescimento de cabelo quando
implantadas em foliculos que, de outra forma, ndo o fariam, como, por exemplo da
pele escrotal, segundo estudo experimental com camundongos realizado por Oliver®’.
Esses dados evidenciam que fatores mesenquimais externos ao FP podem ser
determinantes na sua atividade e capacidade de regeneracdo.*

As células da PD sdo um componente essencial de sinalizacédo dentro do nicho
de células-tronco epiteliais. A interacdo epitelial-mesenquimal é indispensavel ndo
apenas para a morfogénese FP embrionario, mas também para o ciclo capilar pos-
natal.42-4>

Para a interacdo epitélio-mesenquimal folicular pés-natal, as células da PD
liberam ligantes de sinalizacdo, como TGF-B2 e FGF-74%, para ativar os FPs para um
novo ciclo capilar, e sinais das células epiteliais também s&o necessarios para a
entrada adequada na fase anagena*’. Depois que os FPs atingem a fase anagena
madura, a PD se comporta como um nicho instrutivo, regulando a proliferacdo e a
diferenciacdo celular ordenada para alongamento adequado do eixo capilar e
manutencdo da estrutura do bulbo capilar.*®

A ativacdo continua da sinalizacdo da via canbnica, ou via dependente de
Wnt/B-catenina, na PD, por meio da interacdo epitelial-mesenquimal € indispenséavel
para a progressdo anagena*®. Durante a fase catagena, a PD também é essencial
para a recesséao do cilindro epitelial através da apoptose controlada / morte celular®?.
Além do ciclismo fisiologico, a PD também pode instruir o processo de reparo da fase
anagena, para evitar a entrada em catagena quando as células-tronco séo lesadas,
por exemplo, por quimioterapia e radioterapia.>°5!

O diametro do foliculo é diretamente determinado pelo tamanho da PD.%? A
constante relacdo geométrica entre o tamanho da PD e o tamanho da matriz capilar
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sugere gque o tamanho da PD determina o tamanho do bulbo capilar e, finalmente, o
eixo capilar produzido.?6:53

O ciclo capilar é acompanhado por modifica¢des notorias da MEC. Entre o fim
do telégeno e o inicio de um anageno, ocorre desenvolvimento da MEC, que se torna
rica em proteinas da membrana basal e proteoglicanos. Portanto, durante a fase
anagena, a PD é circundada por fibroblastos especializados. Ja na fase catagena, a
PD é deixada para tras do FP em regressao, e sua MEC comeca a se degradar.
Quando finalmente o FP atinge o telégeno, a PD € um agregado celular simples, sem
MEC. A partir desses dados, alguns autores acreditam que alteragdes no volume da
PD podem ser decorrentes de alteracdes no numero de células dentro da PD, ou de

alteracdes na quantidade relativa de MEC, ou de ambas.>*>° (Figura 7)



20

Telogen
—1 n *
n Kenogen
- L= [ (-1

— Neogen

i

Buffering of
morphogenetic
signals by
expending

Vv \L
Anagen O ECM
@) O
4 L o
@) O
\ O

Catagen l

Telogen

I
Kenogen

Figura 7. Dinamica da PD e interacdes. Na coluna da esquerda, representadas as fases
sucessivas do comportamento dos FPs humanos. O destaque vermelho indica a fase
correspondente aos desenhos da PD associados (na coluna da direita). Nesse modelo, a
competicdo entre morfégenos e a matriz extracelular (MEC) postula-se na secrecao para
regular a duracao e extensao da fase que precede a anagena. A secrecao de morfégenos
corresponde a area vermelha ao redor das células da PD (representada em azul), enquanto
a MEC é representada em amarelo. (Extraido de Bernard, 2012)

De forma geral, o FP € uma estrutura que apresenta um ciclo regenerativo a
partir da atividade das stem cell foliculares. A perda do processo de regeneracéo pode
decorrer de alteracdes das stem cell ou da interferéncia da interacdo epitélio-
mesenquimal que suporta o processo regenerativo.*®

Rompolas et al.*® estudaram a participacdo do mesénquima na inducéo de
regeneracao capilar, através da avaliacdo de imagens ao vivo do comportamento de
células-tronco e da progénie na regeneracao fisioloégica do FP, utilizando para estudo
uma linha de camundongos transgénica que marca todos o0s nucleos epiteliais da pele.

Durante os primeiros estagios da regeneracéo, a proliferacéo € iniciada pela

progénie das células-tronco, que sofre uma rapida expanséo descendente (Figura 8).
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A quantificacdo sistematica da localizacédo e do eixo das divisdes de varios registros
mostra que a maioria das divisdes ocorre na parte inferior do foliculo, na interface

entre a progénie e 0 mesénquima no inicio de um novo crescimento (Fig. 8.d).

Stem Ceds |
(Buge)

Quiescence
Quiescence

Progeny |
(Hair Germ) |
Masenchyme.
|Dermal Papila)

d|  Cell division overlay map Stem Cels

Stem Cels |
{Buige)

Growth

Progey
(Hair Germ)

Figura 8. Divis@es celulares espacialmente no FP no inicio de um novo ciclo capilar.
A. Um FP quiescente. Populac¢@es distintas de células que participam da regeneracao
capilar, incluindo células-tronco, progénie e mesénqguima, residem em compartimentos
anatémicos definidos do foliculo capilar. B. Uma reconstrucao tridimensional de FPs vivos
inativos, a partir de se¢des opticas seriadas adquiridas por microscopia de varredura a laser
de dois f6tons. Os nucleos epiteliais (verdes) séo visiveis usando a proteina de fusdo H2B-
GFP é acionada pelo promotor de queratina 14. C. Exemplo de divisao celular da progénie.
Uma Unica sec¢ao 6ptica de um FP vivo (painel esquerdo) e vistas ampliadas (direita) de trés
ndcleos no compartimento da progénie que sofrem mitose em tempo real (direita). D. As
localizagOes e os eixos das divisdes celulares foram quantificados a partir de véarios FPs na
fase inicial do crescimento. E. Dois exemplos de divisdes de células-tronco verticais (painel
esquerdo) e horizontais (painel direito). Uma Unica fatia 6ptica de foliculos capilares vivos
(esquerda, insercdes) e vistas ampliadas de nucleos no compartimento de células-tronco
(direita, inser¢cdes) em mitose. 20 um. (Fonte: Rompolas, 2012)

Durante a regeneracéo, a parte inferior do FP sofre uma grande reorganizagao
amedida que o mesénquima transita de extrudado do epitélio para abrangido por ele*3
(Figura 8). Isso levou a propor que as mudancas na arquitetura dos tecidos possam
depender de processos celulares adicionais, além das divisbes celulares, e fornece a

hipétese de um mecanismo de crescimento capilar ndo identificado anteriormente,
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além da divisdo celular, que possa estar envolvido com as interacfes epitelio-
mesenquimais e alteracdes na MEC.

Para determinar se a ablagdo mesenquimal alterava a composi¢éo molecular e
celular do FP, foram coletadas amostras de pele contendo foliculos que sofreram
ablacdo mesenquimal e analisadas sete dias apds. Dados histolégicos e de
imunofluorescéncia indicaram que a PD mesenquimal é necessaria para o inicio do
crescimento capilar e ressaltaram a importancia das interaces epitélio-mesenquimais
para a ativacéo e regeneracdo de células-tronco.*?

A partir de tais dados, inferimos que possiveis alteracdes na transicao epitélio-
mesenquimal possam intervir na fisiologia do FP e atuar no desenvolvimento de
alopecias nédo cicatriciais, como a APF. A possivel relagdo entre estimulos
mesenquimais e o0 desenvolvimento da APF ainda ndo foi investigado

sistematicamente.

APRESENTACAO CLINICA E CLASSIFICACAO

A reducdo da espessura e a diminuicado da densidade de fios leva a reducéo do
volume global do cabelo (espessura média dos fios x niimero de fios).5":58

Clinicamente, APF pode se apresentar de trés maneiras®®. O padrdo de
rarefacdo difusa da regido biparietal superior e vértice preservando a linha de
implantacdo anterior pode ser classificado utilizando-se duas escalas. A de Ludwig,>®
dividida em trés graus, em que o primeiro apresenta uma leve rarefacdo até o terceiro
em que ocorre auséncia total dos fios na area acometida. Apesar de amplamente
utilizada, essa escala apresenta limitagdes por impossibilitar uma classificagdo mais
precisa de estagios intermediarios. A classificacdo de Sinclair € semelhante, porém
subdivide a doenca em quatro graus de intensidade, a partir do couro cabeludo
normal, o que a torna mais ajustavel a realidade de cada paciente (Figura 9).3?

Outra manifestacéo é o afinamento da regiéo parietal superior com acentuacao
frontal com formato triangular que assemelha-se a forma de uma arvore de Natal®°.
Uma terceira manifestacdo € alopecia da regido bitemporal e vértice que € mais
comumente observada em homens. Quando ocorre em mulheres, hiperandrogenismo

deve ser excluido, principalmente tumores virilizantes.5?
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Figura 9. Classificagéo clinica de Sinclair. (Adaptado de Sinclair, 2005)

Em ensaios clinicos controlados, cerca de 40% das pacientes ndo apresentam
melhora clinica com os tratamentos disponiveis.3?> A melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos na sua fisiopatologia propicia o desenvolvimento de

alternativas terapéuticas mais especificas e eficazes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar achados histopatolégicos e imunopatoldégicos na transicdo epitélio-
mesenquimal dos foliculos pilosos (terminais e miniaturizados) em pacientes com

alopecia de padrao feminino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a fibrose perifolicular segundo o tipo de colageno (I vs.llI), tipo de
foliculo (terminal vs. miniaturizado), as topografias e os graus de gravidade clinica.

2. Quantificar os fibroblastos perifoliculares segundo o tipo de foliculo
(terminal vs. miniaturizado), as topografias e os graus de gravidade clinica.

3. Quantificar o infiltrado inflamatério de linfocitos CD4+ e CD8+ nos
foliculos pilosos, segundo o tipo de foliculo (terminal vs. miniaturizado), as topografias
e 0s graus de gravidade clinica.

4, Avaliar a propor¢cdo de fios miniaturizados e terminais segundo as

topografias e os graus de gravidade da APF.
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Resumo

FUNDAMENTOS: Alopecia de padrédo feminino (APF) é a principal causa de alopecia
em mulheres adultas. Além da predisposi¢cao genética e do componente hormonal, a
APF apresenta elementos na sua fisiopatologia, ainda nédo elucidados. O papel de
estimulos mesenquimais ao foliculo piloso no desenvolvimento da APF ndo foi
investigado sistematicamente.

OBJETIVOS: Avaliacdo dos elementos envolvidos na transicao epitélio-mesenquimal
da APF: quantificacdo e caracterizacdo da fibrose, avaliacdo quantitativa de
fibroblastos dérmicos e quantificacdo do infiltrado CD4 e CD8 perifoliculares.
METODOS: Estudo transversal, envolvendo biépsias do couro cabeludo (frontal e
occipital) de trinta pacientes do género feminino portadoras de APF. As amostras
foram processadas para HE, Herovici e imuno-histoquimica (CD4, CD8 e vimentina).
No grupo horizontal, com 10 pacientes, foram realizados cortes horizontais, e no grupo
longitudinal, com 20 pacientes, cortes longitudinais. As variaveis foram comparadas
de acordo com o grupo de foliculos (terminal versus miniaturizado) e a gravidade da
alopecia, segundo classificacdo clinica de Sinclair.

RESULTADOS: A miniaturizacdo (>10%) dos fios foi identificada tanto na regido
frontal, quanto occipital dos casos de APF, havendo diferenca mais evidente nos
casos mais avangados (61% vs 37%; p < 0.001). Houve predominio do infiltrado CD4
perifolicular, mais intenso nos casos clinicamente mais graves (escore médio 2.9 vs
2.6; p =0.004), assim como fibrose (escore médio 2.6 vs. 2.1; p = 0.006) e quantidade
de fibroblastos (escore médio 2.2 vs. 2.0; p = 0.035). Quanto a estrutura folicular
envolvida, CD4, CD8 e fibroblastos apresentaram maiores escores na regiao do istmo
(p<0.048), nos casos mais graves.

LIMITACOES DO ESTUDO: Estudo monocéntrico com tamanho amostral modesto.
CONCLUSOES: Casos mais graves de APF apresentam maior infiltrado CD4, fibrose

e quantidade de fibroblastos perifoliculares, especialmente, na regido do istmo.

Palavras-chave: Calvicie de Padrdo Feminino, Alopecia Androgénica, Inflamacéo,

Miniaturizacao, Fisiopatologia.
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Abstract

BACKGROUND: Female pattern hair loss (FPHL) is the most commom type of
alopecia in adult women. Aside from the genetic predisposition and the hormonal
factors, FPHL has other elements in its pathophysiology, which have not yet been
elucidated. The role of mesenchymal stimuli to the hair follicle in the development of
FPHL has not been systematically investigated.

OBJECTIVES: Assessment of the elements involved in the FPHL epithelial-
mesenchymal transition, in the following aspects: quantification and characterization
of perifollicular fibrosis, quantitative assessment of dermal fibroblasts and
guantification of CD4 and CD8 infiltrates.

METHODS: Cross-sectional study, involving scalp biopsies (frontal and occipital) of 30
female patients with FPHL. The samples were processed for HE, Herovici and
immunohistochemistry (CD4, CD8 and vimentin). In the horizontal group, with 10
patients, horizontal sections were done, and in the longitudinal group, with 20 patients,
longitudinal sections. The variables were compared according to the group of follicles
(terminal versus miniaturized) and the severity of alopecia, according to Sinclair's
clinical classification.

RESULTS: Hair miniaturization (> 10%) was identified both in frontal and occipital area
of cases of FPHL, with more evident difference in the advanced cases (61% vs 37%;
p <0.001). There was a predominance of peripheral CD4 infiltrate, more intense in
clinically more severe cases (mean score 2.9 vs 2.6; p = 0.004), as well as fibrosis
(mean score 2.6 vs. 2.1; p = 0.006) and amount of fibroblasts (mean score 2.2 vs 2.0;
p = 0.035). As for the follicular structure involved, CD4, CD8 and fibroblasts, higher
scores in the region of the isthmus (p <0.048), in the severe cases.

STUDY LIMITATIONS: Monocentric study and modest sample size.

CONCLUSIONS: Severe cases of FPHL presents a greater infiltration of CD4, fibrosis
and amount of peripheral fibroblasts, especially in the isthmus region.

Key-words: Pattern hair loss, androgenetic alopecia, inflammation, miniaturization,

pathogenesis.
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INTRODUCAO

A alopecia de padréo feminino (APF) € a principal causa de alopecia em
mulheres adultas. Sua frequéncia aumenta com a idade, acometendo cerca de 25%
das mulheres até os 50 anos e chegando a 40% até os 70 anos’. Caracteriza-se como
alopecia difusa nao cicatricial, decorrente de progressiva miniaturizacdo e posterior
reducdo do numero de foliculos pilosos (FPs), principalmente nas regifes frontal e
parietal do couro cabeludo.?

A representacao do cabelo saudavel na vida da mulher implica em sentimentos
de autoestima, interacdo social e qualidade de vida. Em estudo brasileiro, o temor
relacionado a perder todos os cabelos era tdo grande quanto o de se desenvolver um
infarto do miocéardio.?

A APF envolve miniaturizacdo progressiva dos FPs. Na avaliacdo
histopatoldgica de cortes horizontais de amostras de couro cabeludo, observa-se
reducdo na proporcéo de pelos terminais a semelhantes a velos de mais de 7:1 no
couro cabeludo normal para menos de 4:1 na alopecia androgenética (AAG).*

Apesar de sua elevada frequéncia e relevancia, a fisiopatologia da APF ainda
nao é completamente elucidada. Ha evidéncias de elementos genéticos, hormonais e,
possivelmente, ambientais envolvidos.>”

A implicagdo de uma inflamacéao perifolicular microscépica na AAG emergiu de
varios estudos*®. Mahé et al® propuseram o termo “microinflamacgéo” para descrever
tal processo, pois envolve um curso lento e sutil, caracterizado por um infiltrado
inflamatorio linfo-histiocitario leve a moderado na regido peri-infundibular, com
frequéncia variavel, em contraste com o processo inflamatorio intenso e destrutivo que
ocorre nas alopecias inflamatérias cicatricias classicas.

A interacédo epitelio-mesenquimal € indispensavel tanto para a morfogénese do
FP embrionario, como também para a continuidade do ciclo capilar p6s-natal®19,
Depois que os FPs atingem a fase anagena madura, a papila dérmica (PD) se
comporta como um nicho instrutivo, regulando a proliferacédo e a diferenciacéo celular
ordenada.''-1?

Rompolas et al.® estudaram a participacdo do mesénqguima na inducdo da
regeneracao capilar em camundongos. Descreveram, através de observacdo ao vivo
da replicacdo celular, que a maioria das divisdes ocorre na porcao inferior do FP, na

interface entre as células progenitoras e o mesénquima no inicio de uma nova fase de
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crescimento, apontando possiveis mecanismos celulares de regulacdo do
crescimento dos fios de cabelo.

Garza et al*® constataram que a populacéo de células-tronco (CT) é mantida no
couro cabeludo acometido por AAG, sugerindo que a perda de células progenitoras,
e ndo de CT, contribui para a condicdo. Acreditamos que o ndo desenvolvimento das
CT em ceélulas progenitoras tenha relacdo com a supressdao de estimulos
mesenquimais na regido acometida.

A partir de tais dados, inferimos que possiveis alteracdes na transicéo epitélio-
mesenquimal possam intervir na fisiologia do FP e atuar no desenvolvimento de
alopecias ndo cicatriciais, como a APF. A possivel relacdo entre estimulos
mesenquimais e o0 desenvolvimento da APF ainda ndo foi investigado
sistematicamente.

Visando investigar a participacdo de constituintes dérmicos no
desenvolvimento da APF, foi realizada avaliagdo dos elementos envolvidos na
transicao epitélio-mesenquimal da APF, nos seguintes aspectos: quantificacdo da
fibrose perifolicular e andlise do tipo de colageno presente (I vs lll), avaliagdo
guantitativa de fibroblastos dérmicos e quantificacdo do infiltrado CD4 e CDS8

perifoliculares.

METODOS

O projeto foi aprovado no comité de ética em pesquisa da instituicdo (n°
2.499.219) e todas as participantes preencheram o termo de consentimento antes da
inclusdo no estudo. O projeto recebeu financiamento do Fundo de Apoio a
Dermatologia (FUNADERM).

Foram incluidas no estudo transversal trinta pacientes do género feminino
portadores de APF, sem restricao de idade ou fototipo, classificadas de | a Ill quanto
ao grau da alopecia pela escala clinica de Sinclair. Os diagnosticos de APF foram
definidos pela presenca de mais de 10% de fios miniaturizados a dermatoscopia.'* As
amostras foram coletadas por conveniéncia, em pacientes acompanhadas no
Ambulatério de Dermatologia, no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (SP), no periodo de 2018 a 2019.

A avaliacédo dos dados coletados incluiu idade, fototipo, classificacdo do grau

da APF pela escala clinica de Sinclair e tratamento prévio.
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Foram realizadas biopsias (punch 4 mm) no couro cabeludo acometido na
regido frontal central e na regido occipital. As pacientes foram divididas em dois
grupos: no grupo um — grupo horizontal (GH), com 10 pacientes, foram realizados
cortes horizontais nas amostras obtidas pela biépsia, e, no grupo dois — grupo

longitudinal (GL), com 20 pacientes, cortes longitudinais.

ANALISE HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA

Todos as amostras de couro cabeludo foram fixadas em formol 10% e incluidas
em blocos de parafina, seguido do preparo das laminas histoldgicas. Cortes de 3 um
foram processados para histoquimica (H&E e Herovici) e imuno-histoquimica (CD4,
CDS8 e vimentina).

Fios terminais foram classificados por seu diametro maior ou igual a 0,06 mm.
Fios miniaturizados foram classificados pelo diametro menor que 0,06 mm. A revisao

das laminas histolégicas foi feita pela autora e pelo orientador da pesquisa (H.A.M).

IMUNO-HISTOQUIMICA

Os anticorpos primarios utilizados foram CD4, CD8 e vimentina. Lotes
utilizados: FLEX Monoclonal Mo a Hu CD4, Clone 4B12, RTU; FLEX Monoclonal Mo
a Hu CD8, Clone C8/144B, RTU e FLEX Monoclonal Mouse Anti-Vimentin Clone 9,
Ready-to-Use, Referéncia IR630 (Dako).

Para a demonstracdo da expressao de CD4, CD8 e vimentina, as amostras
incluidas em parafina foram seccionadas com navalhas de a¢o inox na espessura de
3 um em micrétomo rotativo. Em seguida, os cortes das amostras foram estendidos
em laminas histologicas de vidro foscas de bordas esmerilhadas, previamente
tratadas com organo-silano. Apds 18 horas em estufa a 58°C, os cortes passaram pelo
processo de desparafinizacdo em xilol e, em seguida, pelo etanol absoluto seguindo
para hidratacdo. A recuperacdo antigénica foi feita pelo calor em equipamento PT-
LINK (Dako), com solugéo de pH alto, por 20 minutos a 95°C.

Reacdo de imuno-histoquimica automatizada foi realizada em equipamento
Dako Link 48. Procedeu-se ao blogueio da peroxidase endogena através da
incubacédo das laminas em solugcéao de perdxido de hidrogénio a 3%, por 5 minutos,

em temperatura ambiente. Seguido de lavagem em solugéo salina tamponada e
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incubacdo dos anticorpos CD4 (Dako), CD8 (Dako) e Vimentina (Dako), todos pré-
diluidos, prontos para uso, por 30 minutos, em temperatura ambiente. Seguido de
lavagem em solucdo salina tamponada. A seguir, procedeu-se a incubag¢do do
anticorpo conjugado (secundério e terciario) Labelled Polymer Flex’HRP (Dako), por
10 minutos em temperatura ambiente, seguido de lavagem em solucdo salina
tamponada. Realizada revelacao pelo cromégeno 3,3-diaminobenzidine (DAB-DAKO)
por 5 minutos, seguido de lavagem em solug&o salina tamponada. Contra-coloracao
feita em Hematoxilina (Dako) por 10 minutos, seguida da lavagem em agua destilada.
A sequir, realizada desidratacdo em etanol absoluto e xilol e montagem com laminulas
em resina sintética.

A padronizagao das diluicdes dos anticorpos foi realizada baseado na menor
concentragdo capaz de evidenciar marcagdo nos controles positivos de cada
marcador. Todas as reacfes foram confirmadas com controles positivos e negativos.
A avaliacao microscopica e os registros fotogréaficos foram realizados com Pannoramic
Viewer.

O infiltrado inflamat6rio foi avaliado nas laminas a partir de escore
semiquantitativo (0 a 4+), de acordo com a identificacdo de até dez células marcadas
em torno do foliculo (1+), 10 a 20 células (2+) e assim sucessivamente, tanto nos
cortes horizontais, como nos verticais (Figuras 1 e 2). A avaliacdo do escore de
intensidade de infiltrado inflamatério CD4 e CD8 (GH) foi definido por: (G4*4 + G3*3
+ G2*2 + G1) / numero de foliculos avaliados.

> 0F o SR '..:',,y-' '7,1 N‘;Q\ ‘ ‘2 ) 3 2 :
Figura 1. GH. Graus de infiltrado inflamat6rio CD4/CD8 de 0 a 4.
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Figura 2. GL. Graus de infiltrado inflamatorio O a 4, nas porc¢des do FP (infundl'bulo', istmo e
bulbo).

Vimentina € marcador de células de origem mesenquimal, tipicamente
expressa em fibroblastos, mas também em células endoteliais e células dendriticas
foliculares em menor propor¢do®®. Neste estudo, foi utilizada para quantificacdo dos
fibroblastos na regido perifolicular. Para analise dos marcadores anti-vimentina, 0os
cortes foram analisados semiquantitativamente (1 a 3+), quanto a porcentagem do
didmetro do FP acometido de 0% a 50% (1+); 50% a 75% (2+) e >75% (3+) (Figura
3). O escore de vimentina (GH) foi definido por: (G3*3 + G2*2 + G1) / nUmero de
foliculos avaliados. A avaliacdo do Grupo longitudinal (GL) demonstrou as areas
imunomarcadas nas diferentes por¢ées do FP (infundibulo, istmo e segmento inferior)
(Figura 4).

NS R N 4
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Figura 3. GH. Escore de vimentina. Densidade e distribuicdo da positividade para

antivimentina ao redor dos foliculos pilosos. a. Vimentina positiva baixo grau. b. Vimentina
positiva grau moderado. ¢. Vimentina fortemente positiva.

st .- >
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nas porc¢des dos foliculos pilosos. a. Vimentina positiva grau |, envolvendo infundibulo e
istmo. b. Vimentina positiva grau I, envolvendo infundibulo e istmo. c. Vimentina fortemente
positiva, grau lll, envolvendo infundibulo e istmo.

O método de Herovici foi utilizado para caracterizagdo do colageno tecidual, em
gue cora colageno tipo | de coloracdo vermelha e colageno tipo lll (neoformado) de
azul, para avaliagdo da fibrose perifolicular (Figura 5). Optou-se pela avaliacdo
semiquantitativa (1 a 3+), quanto a porcentagem do didametro do FP acometido de 0%
a 50%(1+); 50% a 75% (2+) e >75% (3+) e por meio da classificacdo do colageno -
frouxo, moderado ou denso - ao redor dos foliculos ilustrados. O Escore de
intensidade de fibrose foi definido por (G3*3 + G2*2 + G1) / nimero de foliculos
avaliados. A avaliacdo do grupo longitudinal (GL) caracterizou o colageno perifolicular,
distribuido nas diferentes por¢des do FP (infundibulo, istmo e segmento inferior)
(Figura 6).

Figura 5. GH. Escore de intensidade de fibrose. Densidade e distribuicdo de coldgeno ao
redor dos foliculos pilosos. a. Colageno frouxo. b. Fibras colageno moderadas, predominio
azul. c. Colageno denso, predominio vermelho.
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Flgura 6. GL Escore de intensidade de fibrose. Densidade e dlstrlbuu;ao do colageno nas
por¢des dos foliculos pilosos. a. Colageno perifolicular denso, predominio tipo Ill. b.
Colageno moderado, tipos | e lll. c. Predominio colageno tipo I.

ANALISE ESTATISTICA E AMOSTRAGEM

As unidades de analise foram os clusters de foliculos de cada paciente,
segundo as categorias morfologicas (terminal versus miniaturizado), topografia
(frontal vs. occipital) e gravidade dos casos (escala de Sinclair).

Os escores histologicos foram comparados quanto a topografia, gravidade
clinica e quanto as categorias morfolégicas por modelo linear generalizado de efeitos
mistos, com estrutura de covariancia robusta e distribuicdo de probabilidade adequada
para cada amostra. A comparacao post hoc dos subgrupos da analise foi corrigida
pelo algoritmo de Sidak. Foram considerados significativos valores de p<0.05.

O comportamento das variaveis estudadas foi explorado de forma multivariada
pela técnica de analise de correspondéncia multipla, onde a proximidade espacial dos
centroides no mapa perceptual sugere correlacdo multivariada.

Dados foram tabulados em MsExcel 2013 e analisados no software IBM SPSS
25.

A amostragem foi dimensionada a fim de detectar uma diferenca de mais de
30% na expressao imuno-histoquimica ou contagem celular em uma categoria
folicular, com poder de 80%.
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RESULTADOS

A idade das participantes variou de 22 a 68 anos, sendo a maior parte com
fototipos intermediarios: Il a IV. Quanto a gravidade da alopecia, o grupo de cortes
horizontais apresentou distribuicdo bastante homogénea quanto aos grupos Sinclair,
enguanto nos cortes longitudinais, prevaleceram Sinclair Il e 1ll. Os tratamentos mais
referidos foram minoxidil topico e espironolactona oral (Tabela 1). N&o foram incluidas

pacientes com fendtipos de hiperandrogenismo.

Tabela 1. Principais dados clinicos e demograficos das pacientes do estudo.

Grupo H Grupo L
(horizontal) (longitudinal) Total
N 10 20 30
Idade (anos)* 46 (14) 50 (12) 49 (13)
Fototipo
! 1(10%) 4 (20%) 5(17%)
I 3(30%) 3(15%) 6(20%)
1l 3(30% 7 (35%) 10 (33%)
W 2 (20%) 4(20%) 6(20%
v 1(10%) 2 (10%) 3(10%)
Grau de Sinclair
I 3 (30%) 1(5%) 4 (13%)
Il 3 (30%) 9 (45%) 12 (40%)
1l 4 (40%) 10 (50%) 14 (47%)
Tratamento atual
Minoxidil 10 (100%) 17 (85%) 27 (90%)
Espironolactona 3 (30%) 4 (20%) 7 (23%)
Finasterida 1(10%) 3 (15%) 4 (13%)

*média (desvio-padréo)

Os achados histoldgicos de 481 foliculos (GH) demonstraram que, dentre as
pacientes classificadas como Sinclair | e Il, ndo houve diferenca geral na proporcao
de fios miniaturizados entre a regido frontal e occipital (p=0.361), indicando que o
fendmeno de miniaturizacdo dos fios, no inicio da doenca, ocorre em todo couro

cabeludo e ndo apenas na regido frontal. J& nos quadros clinicos mais avancados
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(Sinclair 1), verificou-se maior proporcao global de fios miniaturizados, além de ser
mais intenso e evidente na regido frontal do que na regiao occipital (p=0.004). Por fim,
nos casos mais avancgados (Sinclair Ill) também houve aumento global do percentual
de miniaturizagéo dos fios (p<0.001). (Tabela 2)

Tabela 2. Percentual médio (desvio-padréo) de fios miniaturizados segundo a topografia e o
grau de Sinclair (Grupo 1).

Sinclair Il Sinclair Il
p-valor (Il)
p-valor (I) p-valor (I)
Frontal 35 (11) 0.361 72 (10) 0.004
Occipital 39 (14) 50 (24)
Total 37 (13) 61 (21) <0.001

() Frontal vs. Occipital; (II) Sinclair I-1l vs. Sinclair IlI;
Modelo linear generalizado de efeitos mistos: p(modelo)<0.01; Corre¢éo post hoc: Sidak
sequencial.

Os achados imuno-histoquimicos (CD4, CD8 e vimentina) e fibrose referentes
ao GH, em relacao a classificacdo clinica da alopecia, estdo condensados na Tabela
3. Houve predominio de infiltrado CD4 em relacdo a CD8. Verificou-se associacdo do
maior infiltrado inflamatério de CD4 conforme maior grau de Sinclair, tanto entre os
fios miniaturizados, quanto nos terminais (p=0.004). De forma geral, a relagao
CD4/CDS8 foi 4,0 (IC 95% 3,3 a 4,6), sendo mais intensa nos casos leves (Sinclair I-11)
4,3 (IC 95% 3,4 a 5,3), que nos casos mais avancados (Sinclair 1ll), em que a relacéo
€ 3,5 (IC 95% 2,9 a 4,0). A intensidade do infiltrado de CD4 foi maior nos foliculos
miniaturizados na regiéo frontal (p=0.022).
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Tabela 3. GH. Escore médio (desvio-padréo) integrado de CD4, CD8, fibrose, colageno e
vimentina, de acordo com a classificacéo de Sinclair.

Sinclair I-ll Sinclair lll valor) (Il
p(valor) (1) p(valor) (1) plvalor) (1l
Escore CD4+ 0.118 0.870
Miniaturizado 2.6 (0.5) 2.9 (0.5)
Terminal 2.5 (0.5) 2.7(04)
Total 2.6(0.5) 2.8 (0.4) 0.004
Escore CD8+ 0.722 0.296
Miniaturizado 0.7 (0.4) 0.8(0.2)
Terminal 0.8 (0.4) 0.9(0.4)
Total 0.7 (04) 0.9 (0.3) 0.357
Escore de Fibrose
Miniaturizado 2.1 (0.6) 0.518 2.5(04) 0.332
Terminal 2.2 (0.5) 2.7(0.3)
Total 2.1(0.5) 2.6 (0.3) 0.006
Escore de
Vimentina
Miniaturizado 1.8 (0.4) 0.001 2.2 (0.3) 0.983
Terminal 2.2 (0.4) 2.2 (0.6)
Total 2.0(0.5) 2.2 (0.5) 0.035

(I) Terminal vs. Miniaturizado; (II) Sinclair I-11 vs. Sinclair 111.
Modelo linear generalizado de efeitos mistos; Correcdo post hoc: Sidak sequencial

Constatou-se que os escores de vimentina ndo apresentaram diferenca entre
fios miniaturizados versus terminais (p=0.369). Com relacao a classificacao clinica, os
escores de vimentina foram maiores nos fios terminais de formas leves de Sinclair
(p=0.001), e, sem diferenca entre as topografias, nos casos Sinclair Il (p=0.035).

N&o houve diferenca no grau de fibrose perifolicular entre fios miniaturizados
(p=0.184) e terminais (p=0.686). Os escores de fibrose foram maiores nas pacientes
com alopecia mais avangada - grau Sinclair 11l (p=0.006).

A avaliacdo multidimensional (Figura 7) evidencia os agrupamentos de CD4,

vimentina e CD8 se correlacionando com as diferentes classificacoes de Sinclair.
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Figura 7. Mapa perceptual da analise de correspondéncia multidimensional dos parametros
avaliados no Grupo H (GH).

Os achados imuno-histoquimicos (CD4, CD8 e vimentina) e fibrose referentes
ao GL, em relacéo a classificacdo clinica da alopecia, estdo condensados na Tabela
4. Descrevemos infiltrado CD4 mais intenso no infundibulo, que istmo e bulbo e, em
relacdo a topografia, mais intenso no infundibulo da regido frontal (p=0.005). O
infiltrado CD8 foi mais intenso no infundibulo, que istmo e bulbo. Em relacdo a
topografia, € mais intenso no istmo (p=0.010) e bulbo (p=0.041), também da regido
frontal. Houve associacdo do infiltrado CD4 com o grau de gravidade clinica, sendo
mais intenso no infundibulo e istmo dos casos mais graves, Sinclair 11l (p=0.007). O
infiltrado CD8 também foi mais intenso no istmo dos casos mais graves, Sinclair Ill
(p=0.039).

Na avaliacdo de fibrose perifolicular, foi encontrada maior quantidade de
colageno do tipo Il localizado no istmo na regi&o frontal (p=0.011).

A expressdo de vimentina demonstrou maior quantidade de fibroblastos em
todas as por¢des do FP na regido frontal (infundibulo p=0.014; istmo p=0.008 e porgéo
inferior p<0.001), em relacdo a regido occipital.

Ressaltamos o maior infiltrado de CD4 (p=0.007) e CD8 (p=0.0039) e maior
quantidade de fibroblastos (p=0.047) no istmo de casos mais graves.



Tabela 4. GL. Escore médio (desvio-padrao) integrado, de acordo com a Classificacdo de Sinclair.
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CD4+ CD8+ Colageno | Colageno lll Vimentina
Sinclair kil Sinclari~ PV el snclrm A" —Sinciair kil . Sinciar i~ PValor — i . Sinclar PV gl Sinclarm PV
Infundibulo 0.368 0.115 0.448 0.345 0.395
0 - () - () 6 (30%) 1(5%) - () -() -() - () - () -()
| 8(40%)  7(35%) 1(55%) 12 (60%) 6(30%) 7 (35%) 3(15%) 6 (30%) 3(15%)  -()
I 10(50%) 8 (40%) 3(15%) 6 (30% 9(45%) 10 (50%) 8(40%)  5(25%) 7(35%)  7(35%)
Il 2(10%) 5 (25%) 0 1(5%) 5(25%) 3 (15%) 0(45%) 9 (45%) 10(50%) 13 (65%)
Istmo 0.007 0.039 0.091 0.274 0.047
0 4(0%  2(10%) 7(35%) 3 (15%) -4 () () -4 5(25%) 5 (25%)
| 10(50%) 4 (20%) 10(50% 11 (55%) 5(25%) 7 (35%) 10(50%) 8 (40%) 11(55%) 3 (15%)
I 5(25%) 11 (55%) 3(15%) 5 (25%) 9(45%) 12 (60%) 8 (40%) 7 (35%) 4(20%) 12 (60%)
I 1(5%)  3(15%) S0 1(5%) 6(30%  1(5%) 2(10%)  5(25%) S0 -4
Bulbo 0.652 0.240 0.189 0.839 0.790
0 A5(75%) 14 (70%) 17(85%) 16 (80%) -4 ) ) -4 8(40%) 6 (30%)
| 5 (25%) 5 (25%) 3 (15%) 4 (20%) 11(55%) 15 (75%) 17 (85%) 18 (90%) 11 (55%) 4 (20%)
a0 1(5%) S0 ) 7(35%) 4 (20%) 3(15%)  2(10%) 15%) - ()
Il -() -() -() -() 2 (10%) 1(5%) -() -() -() -()
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Na avaliacdo multidimensional (Figura 8), destacou-se maior comprometimento
do infundibulo e istmo. A regido frontal do couro cabeludo se associa a quadros
clinicos mais graves (Sinclair grau lll), assim como a maior expressdo de CD4, CD8
e maior quantidade de fibroblastos (vimentina) e colageno do tipo Il perifoliculares.

2 AcD4
A ™= oy ~ Ocbs
' P - "7 # Col 1
— — -
e ek mCol3
P g ¥ * Estrutura
IST 1 @ " X
1 QO Sinclair
3 .2 ® Topografia
0 4 .*Az 2% 1 A vimentina
o | N oy
EE ' 9 FR k-] A *BUL
o | R ®
E \ Ca
a \
1 \ \
\ v
2 e \
& -

a5 10 05 00 05 10 15

Dimensao 1

Figura 8. Mapa perceptual da analise de correspondéncia multidimensional dos parametros
avaliados no Grupo 2 (GL).

DISCUSSAO

O presente estudo contribuiu para o entendimento do modelo fisiopatolégico
gue envolve a participacao da interacao epitélio-mesenquimal no desenvolvimento da
APF.

A presenca de um infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario leve a moderado na
regido peri-infundibular tem sido descrita como possivel elemento na patogénese da
APF.48 Whiting, em sua avaliacdo de cortes horizontais de 106 homens com APM e
22 controles (13 homens e 9 mulheres), descreveu como o principal achado na APM
0 aumento da proporcao de fios miniaturizados em relagéo a fios terminais. Além de
reducdo da razdo anageno/teldgeno e, em casos avancados, reducdo da densidade
folicular. Relatou ainda infiltrado inflamatorio perifolicular e fibrose, que podem estar
associados a pior prognéstico.* Mais tarde, em uma nova série de 412 pacientes com
APF, descreveu a presenca de inflamacéo e fibrose em 71.4% das pacientes.®

Recentemente, Valdebran!’” avaliou 37 pacientes com diagnéstico de AAG (6

homens e 31 mulheres) e, como controles, 45 bidpsias antigas do acervo do servigo



47

de dermatopatologia da Universidade Irvine da Califérnia, EUA. Foi encontrado
infiltrado inflamatorio linfocitico perifolicular em 73% dos casos, sendo escasso em
5.4%, leve em 57% e moderado em 11%. Em 27% dos casos nao foi vista inflamagao.
O infiltrado foi predominante no infundibulo em 70% dos casos, e na regido proxima
ao istmo em 3%. Os controles apresentaram inflamacéo perifolicular em 84%, sendo
9% escasso, 67% leve, 9% moderado e ausente em 16%. Maioria encontrada no
infundibulo (84%). Nao foram encontradas diferencas significativas quanto a
inflamacéo entre os dois grupos.’

Nosso estudo demonstrou ndo haver diferenca no percentual de fios
miniaturizados, em relacdo ao numero total de FPs avaliados e em relacdo a
topografia no couro cabeludo (frontal versus occipital), exceto nas pacientes com
rarefacdo capilar mais intensa, grau Sinclair Ill. Nesses casos clinicos mais
avancados, houve maior percentual de miniaturizacdo dos fios de forma global, além
de também ser mais intenso na regido frontal. A partir de tais achados, imputamos
que ha acometimento de todo o couro cabeludo (miniaturizacdo>10%) na APF, desde
as formas mais iniciais da doenca, sendo que, quanto mais grave o quadro clinico, hi
maior comprometimento frontal que occipital.

Na avaliacdo imuno-histoquimica do infiltrado inflamatério, com relacdo a
topografia, houve maior infiltrado CD4 nos foliculos miniaturizados apenas na regido
frontal, em relacdo a regido occipital. De forma independente, houve aumento do
escore CD4, conforme aumento da gravidade clinica, sem diferenca entre fios
miniaturizados e terminais. Ja o infiltrado CD8 ndo apresentou o mesmo padrao.
Dessa forma, destacamos o predominio de CD4, como possivel agente atuando
desde o inicio do processo fisiopatolégico do desenvolvimento da APF.

O GL foi essencial para permitir a avaliacdo da profundidade de acometimento
do FP e distincdo das por¢cbes do FP acometidas no desenvolvimento da APF. A
avaliacdo da profundidade pode ser avaliada através de cortes histopatologicos
horizontais, mas como no estudo foram utilizados diferentes colora¢cdes e protocolos,
com multiplos cortes no mesmo espécime de biopsia, os cortes longitudinais foram
fundamentais. Os cortes horizontais propiciaram avaliacdo adequada da regiao do
bulge e os cortes longitudinais também do infundibulo e segmento inferior. Tanto o
infiltrado CD4, quanto CD8 foram mais intensos no infundibulo. Sendo que, na regiao
frontal, CD4 foi mais intenso no infundibulo e CD8 foi mais intenso no istmo e bulbo.

Houve correlacdo do grau de infiltrado CD4 com o grau de gravidade clinica, sendo
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mais intenso no infundibulo e istmo dos casos mais graves, Sinclair Ill. O infiltrado
CD8 também foi mais intenso no istmo dos casos mais graves.

Os achados de CD4 no GL ratificam o padrao de infiltrado CD4 no GH, sendo
mais intenso, quanto mais grave o quadro clinico. Os dados da altura do infiltrado,
principalmente no infundibulo e istmo, sdo concordantes com descricbes prévias de
Whiting e Valdebran.*1’

A observacgéo de que o infiltrado CD4 é mais intenso nos casos mais graves €
coerente com os achados de Ramos et al,'® que avaliaram inflamacéo e apoptose de
amostras histologicas de 17 mulheres com APF e cinco controles femininos por cortes
horizontais. A inflamacéo nao diferiu entre APF e controles (p = 0,3), porém foi mais
intensa nos foliculos miniaturizados quando comparados aos terminais (p = 0,02).
Além disso, a inflamacao correlacionou-se com o indice de apoptose folicular (rho =
0,68).18

A relacdo CD4/CD8 foi 4,0 (IC 95% 3,3 a 4,6), mais intensa nos casos leves
(Sinclair I-11), que nos casos mais avancados (Sinclair Ill). Acreditamos que tais
achados reflitam a frequéncia superior de linfocitos T CD4+ desde as fases iniciais do
desenvolvimento da APF, atuando no processo patogénico da doenca e, conforme
ocorre sua progressao, resulta no aumento do namero de linfécitos T CD8+,
secundariamente ao aumento de CD4+.

Valdebran'® destacou, que na maioria dos infiltrados inflamatérios ha
predominio de linfécitos T CD4+ sobre CD8+ na proporcédo 2-3:1, e que isso permite
refletir sobre o papel que citocinas, como a interleucina-16 (IL-16), podem
desempenhar na patogénese da APF. A IL-16 madura é secretada pelas células como
um ligante para CD4+. Originalmente, isso era chamado de fator de quimiotaxia de
linfocitos; porém sabe-se atualmente que eosinoéfilos, mastocitos, mondcitos e
linfécitos B também s&o responsivos a 1L-16%°, orquestrando, assim uma resposta
imune complexa. Além disso, foi sugerido que a IL-16 poderia regular a caspase-3,
levando a apoptose celular? Tais séries de eventos moleculares descritos podem se
correlacionar com os achados do presente estudo.®2?

Nos cortes horizontais, ndo houve diferenca na fibrose perifolicular entre fios
miniaturizados e terminais, nem entre as topografias da regiao frontal e occipital. No
entanto, a fibrose perifolicular foi mais intensa nas pacientes com quadro clinico mais
avancado (Sinclair Ill), comprometendo tanto fios terminais quanto miniaturizados.

Whiting, ao analisar amostras de couro cabeludo horizontais, indicou que a fibrose
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perifolicular geralmente é leve, consistindo em camadas concéntricas, frouxas de
colageno fibrético, que devem ser diferenciadas das alopecias cicatriciais.*

Os fibroblastos dérmicos séo células mesenquimais responséveis pela sintese
de colageno e glicosaminoglicanos, componentes da matriz extracelular (MEC), que
tém funcéo de suporte e estrutura da pele.?® As suas funcdes véo além de produzir
material para MEC e, além disso, apresentam importante papel nas diferencas
regionais das caracteristicas da pele em nosso organismo, como nas areas de
predominéancia de fios terminais (couro cabeludo e barba) e de fios miniaturizados
(pele glabra).®®

Diversos estudos experimentais apontam a PD mesenquimal como importante
centro de sinalizagdo. As PDs podem induzir o crescimento capilar quando
implantadas na epiderme de outras areas?*?® ou promover a regeneracdo e
crescimento de fios seccionados. Esses dados evidenciam que fatores mesenquimais
externos ao FP podem ser determinantes na sua atividade e capacidade de
regeneracéo.?®

Os escores de vimentina, representanto a quantidade de fibroblastos, também
foram maiores, de forma geral, nos casos Sinclair 1ll. Assim sendo, identificamos um
padrdo em que ha maior quantidade de fibroblastos e mais fibrose perifolicular, quanto
mais grave for o quadro clinico.

Na analise longitudinal, também houve correlacdo dos escores de fibrose e
vimentina com 0s casos mais avancados, Sinclair 1ll. O escore de vimentina
demonstrou aumento de fibroblastos em todas as por¢des do FP na regido frontal:
infundibulo, istmo e bulbo, sendo que houve destaque para o acometimento do istmo
nos casos Sinclair 111

A avaliacdo da fibrose tecidual foi classificada, com base no tipo de colageno
predominante: | versus lll. Foi evidente o predominio de colageno tipo Ill no istmo da
regido frontal. Acreditamos que o predominio do colageno tipo Ill, neoformado, ilustre
provavel processo de remodelacdo do colageno e desenvolvimento de fibrose
perifolicular, que ocorre nos casos de alopecia mais avangados.

Valdebran'’ também descreveu fibrose em 68% dos casos de AAG, sendo leve
em 65% e moderado em 3%. Em todos estes casos, a fibrose era localizada na regiao
infundibular — concordante com nossos achados. Dentro do grupo controle, fibrose
presente em 82.2%, também no infundibulo. A partir da analise tais dados, nao

encontraram diferencas estatisticamente significantes e sugeriram que inflamacéo e
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fibrose ndo teriam papel no desenvolvimento da APF, sendo necessarios estudos
maiores.'’ Porém, seu estudo foi limitado pela falta de cortes histolégicos horizontais
e por uma diferenca importante em relagéo ao género estudado: 16% versus 71% de
homens no grupo alopecia e nos controles.

Na nossa avaliagcdo de perspectiva multivariada, parecem se correlacionar
juntos os escores de CD4, CD8, vimentina e classificacdo de Sinclair. Os escores de
vimentina e de fibrose se correlacionaram com o infitrado CD4 e CD8 nos fios
miniaturizados. Foi vista correlagao entre o grau infiltrado CD4 e CD8 e fibroblastos
no istmo de casos mais graves.

Ha diversos estudos que versam sobre a participacédo de fatores ativadores da
inflamacdo na fisiopatologia da AAG, sob perspectivas diferentes*616.17.26-28  Q
processo de fibrose envolvendo a bainha de tecido conjuntivo do FP é descrito como
etapa final do processo que resulta na miniaturizacdo e involucdo do aparelho
pilossebaceo na AAG. Também foi observado infiltrado perifolicular predominante na
porcédo superior do FP, préximo ao infundibulo. 417:26-28

Mahé et al.® descreveram a associacdo da miniaturizacdo do FP a um depdsito
de colageno ou tecido fibroso em feixes, perifolicular, na bainha de tecido conjuntivo,
associado a degranulacdo de mastocitos. Isso sugere que o evento causal primario,
que desencadeia o processo inflamatério possa ocorrer préximo ao infundibulo.?6:28:29
Pode-se especular que varios microorganismos presentes no couro cabeludo, como
a 'triade' (Propionibacterium sp.; Staphylococcus sp.; Malassezia ovalis) ou outros
membros do microbioma da pele poderiam estar envolvidos nesse complexo processo
inflamatério?8. A presenca de porfirinas (produzidas por Propionibacterium sp.) no
ducto pilossebaceo foi capaz de induzir a producdo de complemento (C5), fator
quimiotatico, sendo considerado um possivel cofator desse estresse pro-inflamatorio
inicial?®2%, Os queratinécitos sdo conhecidos por responder em questdo de minutos
ao estresse quimico, poluentes, irradiacdo UV ou mesmo estresse mecanico.?®

Os achados histopatoldgicos de microinflamacéo e fibrose perifolicular também
sdo encontrados no processo de envelhecimento do FP.20 A alopecia senil (AS) que
ocorre em ambos 0s sexos com idade avancada, mesmo sem historico familiar, é
caracterizada pela miniaturizacéo difusa dos FPs. Entretanto, a caracterizacao clinica
de formas iniciais de AS nao é completamente distinguivel da APF31. Nesse interim,
as alteracbes da transicdo epitélio-mesenquimal podem revelar semelhancas

fenotipicas da miniaturizacdo folicular, 0 que pode sugerir que a miniaturizacdo da
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APF seja uma forma precoce de envelhecimento folicular. A exploracdo comparativa
de casos de APF e AS deve favorecer o entendimento fisiopatolégico de ambas as
entidades.

A partir dos estudos prévios correlacionando o processo inflamatério como
desencadeante da remodelacdo do colageno e consequente fibrose perifolicular,
como atuantes na fisiopatologia da APF, propomos um possivel mecanismo
fisiopatoldégico que envolve a participacdo da interacdo epitélio-mesenquimal no
desenvolvimento da APF, que pode desempenhar papel tanto no seu
desenvolvimento, quanto na sua progressdo. Correlacionamos o grau do infiltrado
inflamatorio e da fibrose perifolicular com a gravidade clinica da APF.

Nosso estudo apresenta potenciais limitagdes como estudo monocéntrico,
modesto tamanho amostral (especialmente GH). Apesar disso, foi possivel evidenciar

resultados ligados a microinflamacéo e a fibrose nos FPs nessas pacientes.

CONCLUSAO

Os achados histopatoldgicos e imunopatolégicos deste estudo permitiram
caracterizar alteracfes da transicdo epitélio-mensenquimal no desenvolvimento da
APF. Identificamos um padrdo de predominio de colageno tipo Ill, neoformado no
istmo da regiédo frontal, sem diferenca entre fios miniaturizados e terminais.

Reconhecemos um padrao de maior quantidade de fibroblastos perifoliculares
nos quadros clinicos mais avancados, sem diferenca entre fios miniaturizados e
terminais, independentemente da topografia.

Descrevemos infiltrado inflamatorio perifolicular caracterizado por aumento de
CD4, conforme aumento da gravidade clinica; mais intenso no infundibulo e istmo dos
casos mais graves, sem diferenca entre fios miniaturizados e terminais. O infiltrado
CD8 foi mais intenso no istmo dos casos mais graves, sem diferenca entre fio
miniaturizado e terminal, ou entre as topografias. Destacamos o predominio de CD4,
como possivel agente na fisiopatologia da APF.

Detectamos maior percentual de miniaturizagdo dos fios de forma global nas
pacientes com APF, além de também ser mais intenso na regido frontal nos casos
mais avancados.

Concluimos que casos mais graves de APF apresentam maior infiltrado CD4,

fibrose e quantidade de fibroblastos perifoliculares, especialmente, na regiao do istmo.
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ANEXO 1 — APROVACAO NO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

4de5

Continuacao do Parecer: 2.499.219

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

UNESP -FACULDADE DE
MEDICINA DE BOTUCATU

QRBranl

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagtes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 14/01/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1016986.pdf 20:13:06
Projeto Detalhado / | Projetodepesquisa.pdf 14/01/2018 |MAIRA RENATA Aceito
Brochura 20:12:43 |[MERLOTTO
Investigador
Declaragao de Biorepositorio2018.pdf 14/01/2018 |MAIRA RENATA Aceito
Manuseio Material 20:12:23 |MERLOTTO
Biologico /

Biorepositorio /

Biobanco

Cronograma Cronograma.pdf 14/01/2018 |MAIRA RENATA Aceito
20:12:12  |MERLOTTO

Outros AnaliseDgaa_Hcfmb.pdf 11/12/2017 |MAIRA RENATA Aceito
18:03:04 [MERLOTTO

TCLE / Termos de | Tcle.pdf 11/12/2017 |MAIRA RENATA Aceito

Assentimento / 17:57:43 |MERLOTTO

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Plat_Brasil155MairaRenataMerlotto.Pdf | 11/12/2017 |MAIRA RENATA Aceito
17:53:59 |MERLOTTO

Declaracéo de AnuenciaHcfmb.pdf 11/12/2017 |MAIRA RENATA Aceito

Instituicdo e 17:50:36 |MERLOTTO

Infraestrutura

Declaragao de TermoDeAnuencialnstitucional.pdf 11/12/2017 |MAIRA RENATA Aceito

Instituicao e 17:50:11  |MERLOTTO

Infraestrutura

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Enderego: Chacara Butignolli, s/n

Bairro: Rubiao Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU

Telefone: (14)3880-1609 E-mail:

cep@fmb.unesp.br
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CEL'EE? UNESP -FACULDADE DE Plataforma
A MEDICINA DE BOTUCATU asil

P Tl s COME e 30450 7900

Continuagédo do Parecer: 2.499.219

BOTUCATU, 19 de Fevereiro de 2018

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)
Endereco: Chacara Butignolli, sin
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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(%

UNESP -FACULDADE DE £~ Plataforma
MEDICINA DE BOTUCATU %orl

Fep rils o COREP w304 D00 TWRS

Continuacéo do Parecer: 2.499.219

O orgamento financeiro foi estimado em R$17.500,00. Os pesquisadores informam ainda que somente sera
iniciada a coleta dos dados apés a aprovacéo no comité de ética e liberagdo da verba pelas agéncias de
fomento. A duracdo prevista do estudo sera de 24 meses.

O TCLE apresentado esta em forma de convite e explicativo dos objetivos e procedimentos do estudo, bem
como direitos do pacientes se nao quiser participar.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
Os pesquisadores apresentara, todos os documentos exigidos para a execugao do Projeto de Pesquisa:
- Folha de Rosto (Cumprimento da Resolugdo 466);

- Anuéncia Institucional;

- Andlise do Projeto - DGAA;

- Anuéncia do responsavel pelo Ambulatério de Dermatologia;

- Regulamento Funcional do Biorepositorio;

- Projeto de Pesquisa

- Projeto de Pesquisa (Plataforma Brasil);

- Cronograma de Execucao;

- TCLE.

Recomendacoes:
- Sem recomendagdes.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Apods analise dos documentos apresentados para o Projeto de Pesquisa intitulado "Estudo da transi¢édo
epitélio-mesenquimal na alopecia de padréo feminino", recomendo a aprovagao, sem necessidade de envio
a CONEP.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagéo do Colegiado em reuniéo ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,
realizada em 05 de fevereiro de 2018, o projeto encontra-se APROVADQ, sem necessidade de envio a
CONEP.

O Comité de Etica em Pesquisa, no entanto, informa que ao final da execugéo da pesquisa, seja enviado o
“Relatorio Final de Atividades”, na forma de "Notificagao", via Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Endereco: Chécara Butignolli , s/n

Bairro: Rubi&o Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUGAO 466/2012

CONVIDO, a Senhora para paticipar do Projete de Pesguisa intitulade "ESTUDO DA TRANSICAO EPITELIO-
MESENGUIMAL NA ALOPECIA DE PADRAD FEMINING™, que serd desenvolvido por mim. Maira Renata Merdotio,
médica residente da Dermatologia, com orientagdio de profissional Hélio Amante Miot, Professor Adjunte de
Desmatologia, do Departamento de Dermatologia e Radioterapia. da Faculdade de Medicina de Botucatu ~UNESP,

Estou estudande a doenca Alopecia de Padrio Femining. Praciso coletar duas bidpsias com punch n®d (4mm) do seu
coure cabedude, que serdo submetidas ac estudo anatomopatologico. Apos realizacdo das bibpsias, serd realizado
sutura das lesbes. Recebera carta para refirada dos pontos da sutura apds 10 dias. O risco com a bidpsia serd a lesdo
die 4mm, com sutura logo apds.

Informe que o matenal bickigico colhido da Senhora ndo serd usade em sua totalidade e parte dede serd armazenada
na Faculdade de Medicina. Para reutiizacio desse material serd escoito um novo projeto de pesguisa, COM WM movD
tesmo de consentimento para que a Senhora assing nova autorizacio para utlizacdo desse material.

Solicito também seu consentimento para consular seu prontudno médico para coletar outras informagbes 1 confidas,
referentas a consultas feitas anteriormenta pela Senhora.

Figue cienie de gque sua participagio nesie esiudo & voluntaria e que mesmo apds ter dado seu consenfimento para
parficipar da pesquisa, vocé podera refira-lo a gualguer momento, sam qualguer prejulzo na confinuidade do seu

tratamento. Seu beneficie em participar serd possibilitar maior conhecimento da fisiopatologia da doenca que a acomete.

Caso nao houver beneficio neste momenta, os beneficios serdo para futuros pacientes, apds os pesquisadores terem o
conhecimento dos resulfados da pesquisa.

Este Tesmo de Consentimentos Livee & Esdarecido serd elaborado em 2 vias de igual teer, o qual 01 via sera entregue
ao Senhor (a) devidarmente rubricada, e a outra via serd arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periede de 5
anos apds o thrmino da pesquisa. Qualguer divida adicikonal vocd poderd entrar em contrate com o Comnité de Etica em
Pesquiza através dos telefones (14) 3BB0-1608 ou 3BB0-1609 que funciena de 2* a 6* feira das B.00 4z 11.30 & das
14.00 &s 1Thoras, na Chécara Butignoli s/n” am Rubéio Jinior - Bobucatu - 530 Paule. Os dados de localizagio dos
pesquisadores estio abaixo descrite:

Apds teram side sanadas todas minhas dividas a respeilo deste estudo, CONCORDO EM PARTICIPAR de forma
voluntiria, estando ciente que tedos os meus dados estarSo resguardades através do sigilo gue os pesquisadores se
comprometaram. Estou ciente gue os resultados desse estudo podero ser publicadoes em revistas centificas, sem no
entanto. que minha identidade seja revelada.

Botucatu, [

Pesguisador Participante da Pesguisa

Nome: Maira Renata Merotte

Enderego: Departamento de Dermatologia e Radioterapia, Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp |
Campus de Botucatu. Rubi&o Junior - Botucatu' SP - CEP 18618970

Telefone: (14) 99861-2808

Email: merlotiomaira@gmail.com

Nome: Hélio Amante Mict

Enderago: Fua Magndsa, 400, Bolucaty
Telefone: (14) 38624922

Email: heliomiot@fmb. unesp br
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ANEXO 3—- CRONOGRAMA

CRONOGRAMA PROJETO "ESTUDO DA TRANSICAO EPITELIO-

MESENQUIMAL NA ALOPECIA DE PADRAO FEMININO”

60

01/04/2018 01/06/201

a 01/02/201 |9 a
— 01/02/2018 | 09/03/2018 31/11/2018 01/04/2018 9 a | 31/08/202

ividade a a a
0
06/02/2018 | 12/03/2018 31/11/2018 30/06/201

1)Submissido ao Comité de Etica e X
Pesquisa
2) Submissdo as instituicbes de X
fomento
3) Reunido das amostras e dados X
dos pacientes
4) Preparo das laminas HE e Imuno- X X
histogumica
5) Andlise das laminas X X ‘
6) Andlise estatistica dos dados X
coletados
7) Confrontagdo com a literatura X X X ‘
8) Confeccdo de artigo cientifico e
dissertacdo para divulgacdo - X
Congressos, publicacéo
9) Revisdo da Literatura X X X X X X ‘




ANEXO 4 — APROVACAO INSTITUICAO

HOSPITAL DAS CLINICAS
FACULDADE DE MEDICINA CE EQOTUCATY - UNESP

DECLARACAO DO HCFMB E.,.[:
dFMT

DECLARQ que tenho CIENCIA & AUTORIZO 3 realizacao da projeto de
pesquisa intitulado: " Estudo da transi¢do epitélio-mesenquimal na
alopecia de padran feminino. " a ser desenvolvido pelo: Mestrando -
Maira Renata Merlotto orientado por Helio Amante Miot, tendo come
cendrio da pesquisa o Hospital das Clinizas da Faculdade de Medicina
de Botucatu (HCFMEB), conforme descrita no prajeto posteriormente 3
sua analise de custos ¢ apravacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP).

GARANTO o cumprimento da resoluco 466/12 e suas
complementares, além do Lolal spoio institucional na execucéo deste
arojeto por meio da utilizacde de loda infraestrutura e serviges
disponiveis do HCFMB.

Por ser verdade, firmo o presente,

Botucztu, 25 de Qutubra de 2017.

it
Prof. Dr, %ndré Luis Balbi
Supennzendente da HCFMB

Superintengércia da Hasgtal des Clinicas "
Distnts de Rubiac Junlar, s/ | CCP ZRGLEGY: L\
Ooluratu | SEa Pauls | Bras! o )
T2.{14] 3811-6215] 331 1-6278 | 3311-6100 | "ax. 32a2-53R7 . a

wwhetnbouress b | scboiigdfmb.unesp.be

<, Pc 185 Lol

IID:!.M‘;O?%{

61



TERMO DE CIENCIA E ANUENCIA ‘
(a ser preenchida pela chefia Imediata do Servigo)

Eu, Maria Aparecida Marchesan Rodrigues, responsdvel pelo Departamento de
Patologia, declaro que estou ciente e de acordo com o projeto de pesquisa: “Estudo
da transicho epitélio-mesenquimal na alopecia de pario feminino”, a ser
desenvolvido pela pesquisadora Maira Renata Merlotto, erientado por Helio Amante

Miot e coorientado por Mariangela Esther Alencar Marques, nesta unidade no
periodo de 02/01/2018 a 31/12/2019.

Apds a aprovacdo do projeto supracitado pelo Comité de Etica (CEP) o mesmo poderd

ser conduzido neste Servico de ferma ndo interferir na operacionalizagio efou
atividades cotidianas.

Botucatu, 31 de cutubro de 2017.

Assinatura e Carimbo do Responsavel pelo Servigo

Dra Maria Ap M Rodngues
CRM 31722
Médica-Patologista
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HOSPITAL DAS CLINICAS
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU - UNESP

TERMO DE CIENCIA E ANUENCIA
(a ser preenchida pela chefia Imediata do Servigo)

Eu, Helio Amante Miot, responsavel pelo Servico: Ambulatério de
Tricoses - Dermatologia, declaro que estou ciente e de acordo com o
projeto de pesquisa: “Estudo da transicdo epitélio-mesenquimal na
alopecia de pardo feminino”, a ser desenvolvido pelo pesquisador
Maira Renata Merlotto orientado por Helio Amante Miot nesta unidade
no perfodo de 02/01/2018 a 31/12/2019.

Apés a aprovacdo do projeto supracitado pelo Comité de Etica (CEP) o

mesmo poderd ser conduzido neste Servico de forma ndo interferir na
operacionalizagao e/ou atividades cotidianas.

Botucatu, 26 de outubro de 2017.

Assinatura e Carimbo do Responsavel pelo Servico

iHC

FMD

%¢DGAA

(AN ANt Anks s

Superintendéncla do Hospital das Clinices mumamm
Distrito de Rublso Janicr, s/n | CEP 18618-970 Distrito de Rubido Jdnior, s/n | CEP 18618870
Botucaty | Séo Paulo | Brasil

Botucaty | Sto Paulo | Brasil
Tel. (14) 3811-6215 | 38116218 | 3811-8100 | Fax 3882-5387 Tdl. (14) 3811-8428

www.haimb.unesp.br | hebotu@fmb.unesp.br

“RASPAIRD
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