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Resumo

Fundamentos: As caracteristicas clinicas e histologicas da alopecia cicatricial associada ao
liquen plano pilar e ao lUpus eritematoso discoide podem se sobrepor.

Objetivo: Demonstrar a infiltracdo cutanea de células dendriticas plasmocitoides e comparar
seu padrao de distribuicao no lUpus eritematoso discoide e no liquen plano pilar.

Métodos: Foram imunomarcados com CD123: 24 casos de lUpus eritematoso discoide e 30 casos
de liquen plano pilar. A porcentagem e o padrao de distribuicdo das células dendriticas plas-
mocitoides e a presenca de aglomerados de células dendriticas plasmocitoides foram avaliados
nas amostras.

Resultados: O nimero de células dendriticas plasmocitoides foi maior nas amostras de lipus
eritematoso discoide. Agregados de dez células ou mais (aglomerado grande) foram observados
em metade das amostras de lUpus eritematoso discoide e em apenas duas amostras de liquen
plano pilar, com sensibilidade de 50% e especificidade de 93% para diferenciar lUpus eritematoso
discoide de liquen plano pilar.

Limitagbes do estudo: A incidéncia e a prevaléncia de alopecia cicatricial associada ao lGpus
eritematoso discoide no couro cabeludo sao baixas; portanto, o tamanho amostral do presente
estudo foi pequeno.
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Conclusoes: Sugere-se que um agregado de células dendriticas plasmocitoides de dez células
ou mais seja altamente especifico para distinguir lUpus eritematoso discoide de liquen plano
pilar. A imunomarcacdo com CD123 aparenta ser Gtil nos estagios ativo e tardio da doenca.

© 2020 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

O termo alopecia cicatricial refere-se a doencas carac-
terizadas pela destruicao irreversivel dos foliculos pilosos
e alopecia permanente.’™ A alopecia cicatricial pode ser
categorizada em primaria e secundaria. A alopecia cicatri-
cial primaria engloba doencas que danificam diretamente
os foliculos pilosos, como liquen plano pilar (LPP), lupus
eritematoso discoide (LED) e celulite dissecante. A alope-
cia cicatricial secundaria é causada por danos indesejados
aos foliculos pilosos como resultado de processos infla-
matorios, como tinha do couro cabeludo, sarcoidose e
dermatites por radiacdo.’”* LPP e LED sdo as causas mais
comuns de alopecia cicatricial.® Clinicamente, LPP e LED
sdo semelhantes no couro cabeludo, dificultam o diagnos-
tico. Varios achados dermatoscopicos, tais como tampoes
foliculares, pontos cinza-azulados e areas brancas, tém
sido relatados como caracteristicos do LED; ja o padrao
em alvo de pontos cinza-azulados e escamas perifolicula-
res sdo caracteristicos do LPP.°® No entanto, a avaliacdo
histopatoldgica pode ser necessaria, devido a sobreposicao
dos achados. As vezes, os aspectos histopatologicos tam-
bém podem se sobrepor, principalmente nos estagios tardios
com fibrose e pouca inflamacdo;>’ consequentemente,
pode ser desafiador estabelecer um diagndstico definitivo
com base apenas nas caracteristicas clinicas, dermatos-
copicas e histopatologicas.® Essas preocupacoes enfatizam
a necessidade de técnicas diagnosticas auxiliares uteis,
inclusive imunofluorescéncia direta® e imuno-histoquimica
(IHC).8*

As células dendriticas plasmocitoides (CDP) sao células
apresentadoras de antigenos que desempenham um papel
importante na resposta imune inata. Elas nao sao nor-
malmente encontradas na pele,’” mas a presenca dessas
células em doencas inflamatérias, infeccoes e neoplasias
¢ notavel."" Por exemplo, essas células foram identificadas
nas lesdes cutaneas de pacientes com l(pus eritematoso,'?
liqguen plano," dermatomiosite, sindrome de Sjogren e
rosacea.' Varios estudos demonstraram o papel significa-
tivo das CPD na patogénese do lupus eritematoso, produz
interferon tipo 1. Isso foi reconhecido com a imunomarcacao
com CD123, que é um marcador de superficie das CPD.'2>:16
A presenca dessas células e seu padrao de distribuicao
especifico nos tecidos podem ajudar a diferenciar o lUpus
eritematoso de outras doencas inflamatorias, como o
LPR8,17,18

Dado que um diagndstico adequado das condicdes infla-
matorias que levam a destruicdo dos foliculos pilosos é
obrigatorio para a prevencao de cicatrizes permanentes, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca e
0 padrao de distribuicao de CPD por imunomarcacao com
CD123 em pacientes com LPP e LED, as causas mais comuns
de alopecia cicatricial primaria.

Métodos

Casuistica e coleta de dados

Este estudo retrospectivo foi baseado nos dados disponi-
veis no Departamento de Patologia do Hospital Shohada-e
Tajrish de janeiro de 2014 a abril de 2018. Foram inclui-
das apenas lesées no couro cabeludo que apresentassem
critérios clinicos e histopatologicos para o diagnostico de
alopecia cicatricial consistente com LED ou LPP. Para todos
os pacientes, o diagnéstico histopatologico foi baseado em
cortes histoldgicos corados com H&E e trés coloracoes espe-
ciais, inclusive PAS (Periodic Acid Schiff) para avaliacao
do espessamento da membrana basal, azul de Alcian pH
2,5 para demonstrar a presenca e padrao de deposicao de
mucina dérmica e coloracdo com orceina para avaliacdo
das fibras elasticas. Os critérios histopatologicos para o LED
foram dermatite de interface na epiderme interfolicular
e na regiao perifolicular, infiltracao linfoide perivascular
e perianexial densa (tanto superficial quanto profunda),
aumento da deposicao de mucina dérmica e espessamento
da membrana basal. Os critérios histoldgicos para LPP
foram dermatite de interface perifolicular no nivel do
infundibulo e istmo e auséncia de comprometimento no
segmento inferior do foliculo piloso e da epiderme inter-
folicular. Foram incluidos 24 casos de LED e 30 de LPP.
Todos os casos foram categorizados em dois estagios, de
acordo com a quantidade de inflamacéo e fibrose: o esta-
gio inicial/ativo, caracterizado por infiltracao linfocitica e
auséncia de fibrose, e o estagio tardio, com foliculos pilo-
sos destruidos e substituicao por tratos fibrosos e infiltracao
linfocitica minima ou ausente.'®?°

Coloracdo imuno-histoquimica

Cortes histologicos de tecido fixados em formalina e emblo-
cados em parafina de todos os casos foram imunomarcados
para o marcador CD123, anticorpo monoclonal de camun-
dongo anti-humano CD123 (receptor da cadeia alfa da
interleucina-3; Clone 7G3; Master Diagnostica, Espanha). A
partir dos blocos de parafina, cortes histologicos de tecido
de 4pum foram aderidos em laminas com carga eletrosta-
tica e depois incubados durante a noite a 37°C. Os cortes
histologicos foram desparafinizados, reidratados e expostos
a recuperacao de epitopos induzida por calor (tecido em
ebulicdo em tampao EDTA a pH 9 por 30 minutos a 95°C). O
processo foi seguido por lavagem em agua destilada por 3a 5
trocas e resfriamento a temperatura ambiente por 20 minu-
tos. A peroxidase endogena foi bloqueada com uma solugcao
de peroxidase por 10 minutos a temperatura ambiente. O
anticorpo primario (que estava pronto para uso) foi incu-
bado por 30 minutos, seguido por EnVision por 30 minutos a
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37° C e enxague com solucao salina tamponada com fosfato
e tampao de lavagem IHC. Posteriormente, o anticorpo foi
detectado com DAB (3, 3’-diaminobenzidina) por 2 minutos e
foi, em seguida, lavado com agua destilada. A montagem da
lamina foi feita apds a contracoloracdao com hematoxilina.

Pontuacdo da imunomarcacéo com CD123

Trés parametros das CPD foram avaliados principalmente nos
cortes histologicos submetidos a IHC (tabela 1):

1) A porcentagem de CPD (CD 123+), calculada por divisao
da contagem de CPD pela contagem de células mononu-
cleares em trés regides distintas que exibiram o infiltrado
mais proeminente em cortes seriados. Em seguida, a
quantidade de CPD foi definida como grau 1 (CPD < 10%),
grau 2 (10% < CPD < 20%) e grau 3 (CPD > 20%) (18).

2) A localizacdo anatdbmica predominante do infiltrado
das CPD, inclusive as regides perifolicular, perivascular,
periécrina, subcutanea, intrafolicular, dermoepidérmica
e intraepidérmica.

3) Apresenca de aglomerados de CPD, definidos como agre-
gados de pelo menos cinco CPD. Aglomerados de cinco a
dez CPD foram considerados pequenos e agregados de
mais de dez CPD foram considerados grandes.'”'® Além
disso, a localizagdao anatomica de pequenos e grandes
aglomerados foi determinada com base nas localizacoes
acima descritas.

Analise estatistica

A porcentagem de CPD foi comparada entre os dois grupos
com o teste t para amostras independentes. Os padrées de
distribuicao das CPD foram comparados entre LED e LPP
com o teste exato de Fisher. A presenca de aglomerados
foi comparada entre os dois grupos com o teste do x?. Um
valor-p menor do que 0,05 foi considerado estatisticamente
significante.

Todos os procedimentos feitos neste estudo que envolve-
ram participantes humanos atenderam aos padroes éticos do
Comité de Pesquisa Institucional e da Declaracdo de Helsin-
que de 1964 e suas posteriores alteracdes, ou padroes éticos
comparaveis.

Este estudo foi aprovado pelo comité de pesquisa insti-
tucional sob o n° IR.SBMU.SRC.REC.1395.43

Resultados

Caracteristicas iniciais

Foram examinadas 54 laminas imunomarcadas. Biopsias de
pele de LED foram coletadas de 24 pacientes (sete homens
e 17 mulheres) com idade média de 45,33 + 12,47 anos,
enquanto as biopsias LPP foram coletadas de 30 pacientes
(12 homens e 18 mulheres) com idade média de 49,50 +
13,52 anos. Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos quanto a idade (p = 0,245). Nove
(37,5%) casos de LED e 15 (50%) casos de LPP estavam no
estagio inicial/ativo da doenca e 15 (62,5%) casos de LED e
15 (50%) casos de LPP estavam na fase tardia da doenca. Nao
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Figura 1 Porcentagem de células dendriticas plasmocitoides

no lipus eritematoso discoide (LED) e no liquen plano pilar
(LPP). Ponto do meio, mediana; Caixa, intervalo interquartil;
Reta, intervalo (exclusive valores extremos).
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Figura 2  Caso representativo de lUpus eritematoso discoide:
imunomarcacdo com CD123 de CPD na area intrafolicular e peri-
folicular (40x).

houve diferenca significativa entre os dois grupos quanto ao
estagio da doenca (p = 0,3580)

Percentual e padrao de distribuicao anatomica
das CPD

0 percentual médio de CPD foi de 14,87 + 7,99 (variacao de
4% a 34%) nos casos de LPP e de 25,45 + 10,78 (variacao
de 10% a 52%) nos casos de LED, uma diferenca signifi-
cativa entre os dois grupos (p < 0,001; fig. 1). Nos casos
de LED, zero/24 (0%), seis/24 (25%) e 18/24 (75%) amos-
tras foram graduadas como 1, 2 e 3, respectivamente. Para
os casos de LPP, nove/30 (30%), 14/30 (46,6%) e sete/30
(23,3%) amostras foram graduadas como 1, 2 e 3, res-
pectivamente, uma diferenca estatisticamente significativa
(p < 0,001; tabela 1).

A regiao perifolicular foi a localizacdo mais comu-
mente acometida, uma vez que todos os casos de LED
e LPP apresentaram infiltrados perifoliculares (fig. 2). O
comprometimento perivascular foi observado em 29/30
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Tabela 1 Comparagdes das porcentagens, formacdo de aglomerados e localizacao anatomica das CPD entre LED e LPP
LED LPP p
Porcentagem média de CPD 25,45 + 10,78 14,87 + 7,99 < 0,001
Grau de CPD Grau 1 (< 10%) 0 9 (30%) < 0,001
Grau 2 (10 < CPD < 20%) 6 (25%) 14 (46,6%)
Grau 3 (> 20%) 18 (75%) 7 (23,3%)
Formacédo de Aglomerado pequeno 4 (16,7%) 10 (33,3%) 0,002
aglomerados Aglomerado grande 12 (50%) 2 (6,7%)
Localizacao Epidérmica 0 0 =
anatémica das CPD JDE 15 (62,5%) 2 (6,7%) < 0,001
Intersticial 2 (8,3%) 14 (46,7%) 0,020
Intrafolicular 3 (12,5%) 0 0,082
Perifolicular 24 (100%) 30 (100%) -
Perivascular 22 (91,7%) 29 (96,7%) 0,579
Periécrina 4 (16,7%) 0 0,034
Subcutanea 11 (45,8%) 6 (20%) 0,042

Aglomerado grande, agregados de dez CPD ou mais; Aglomerado pequeno, agregados de cinco a dez CPD; CPD, células dendriticas
plasmocitoides; JDE, juncao dermoepidérmica; LED, lUpus eritematoso discoide; LPP, liquen plano pilar.

Padrdes de distribuicdo de CPDs
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Figura 3
discoide (LED).

(96,7%) dos casos de LPP e 22/24 (91,7%) dos casos de LED,
mas essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (p
=0,579). Ainfiltracao da juncao dermoepidérmica foi obser-
vada em 15/24 (62,5%) dos casos de LED e em dois/30 (6,7%)
dos casos de LPP, uma diferenca estatisticamente significa-
tiva (p < 0,001). O envolvimento subcutaneo foi identificado
em 11/24 (45,8%) dos casos de LED e em seis/30 (20%)
dos casos de LPP; essa diferenca foi estatisticamente sig-
nificativa (p = 0,042). Infiltracao periécrina foi observada
em quatro/24 (16,7%) dos casos de LED e em zero/30 dos
casos de LPP, uma diferenca estatisticamente significativa
(p = 0,034). Infiltracao intersticial foi observada em 14/30
(46,7%) dos casos de LPP e em dois 2/24 (8,3%) dos casos de
LED, o que também foi estatisticamente significativo (p =
0,02). O comprometimento intrafolicular foi detectado em
trés/24 (12,5%) dos casos de LED e em zero/30 dos casos
de LPP (fig. 2), mas essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa. Nao foi observada infiltracdo intraepidérmica

Padroes de distribuicao de células dendriticas plasmocitoides (CPD) no liquen plano pilar (LPP) e lUpus eritematoso

de CPD nem nos casos de LED nem nos casos de LPP. A figura 3
mostra o padrao de distribuicao anatomica das CPD.

Formacao de aglomerados de CPD

Quinze pequenos aglomerados (cinco a dez células) foram
identificados. Dez desses pequenos aglomerados foram
observados em dez casos de LPP (33,33%) e cinco deles
foram observados em quatro casos de LED (16,7%). A
localizacao desses aglomerados em LPP e LED era perifo-
licular e perivascular. Foram identificados 26 aglomerados
grandes (agregados de dez células ou mais). Trés desses
grandes aglomerados foram detectados em dois (6,7%) casos
de LPP e 23 deles foram identificados em 12 (50%) casos
de LED. Observou-se diferenca significativa entre esses dois
grupos quanto a formacao de aglomerados (p = 0,002). A
presenca de grandes aglomerados apresentou sensibilidade
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Figura 4
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Caso representativo de liquen plano pilar: presenca de CPD (sem formacao de aglomerados), 20x (A), caso representativo

de lGpus eritematoso discoide: aglomerado grande (agregado de dez células ou mais) de CPDs, 40x (B).

de 50% e especificidade de 94% para a diferenciacao entre
LED e LPP (fig. 4 A e B).

Os sitios anatomicos dos grandes aglomerados tam-
bém foram identificados. Nas amostras de LED, os grandes
aglomerados foram frequentemente observados na regiao
perifolicular (21/23 dos aglomerados). Um grande aglome-
rado foi observado na regidao da juncdo dérmoepidérmica
e outro foi observado na regido subcutanea. Nas amos-
tras de LPP, os grandes aglomerados foram observados nas
regides perifoliculares (um), perivasculares (um) e intersti-
ciais (um).

Metade dos casos de LPP com pequenos aglomerados
encontrava-se no estagio inicial/ativo da doenca e a outra
metade no estagio tardio da doenca, o que nao foi estatis-
ticamente significativo (p = 1,000). Nos casos de LED com
pequenos aglomerados, um estava em doenca ativa e trés
estavam em estagio avancado da doenca, o que nao foi
estatisticamente significativo (p = 1,000). Dois casos de LPP
apresentavam grandes aglomerados, um no estagio ativo
da doenca e outro no estagio tardio da doenca, o que nao
foi estatisticamente significativo (p = 1,000). Nos 12 casos
de LED com grandes aglomerados, quatro casos apresen-
tavam doenca ativa e oito estavam em estagio avancado
da doenca, o que nao foi estatisticamente significativo
(p =0,673).

Discussao

O lupus eritematoso é uma doenca autoimune que acomete
multiplos 6rgaos. CPD e interferons do tipo 1 desempenham
um papel importante em sua patogénese. Estudos demons-
traram que, no lUpus eritematoso, as CPD migram do sangue
para o local da inflamacdo, como a pele e os rins.'® Grande
quantidade e aglomerados de CPD foram descritos em mui-
tos tipos de lUpus cutaneo (por exemplo, lUpus agudo e LED).
Demonstrou-se que as CPD se apresentam em maior nimero
em casos de llpus eritematoso cutaneo do que em outras
doencas inflamatorias da pele, como dermatomiosite, rosa-
cea e liquen plano.'>'* 52" No presente estudo, observou-se
uma alta porcentagem de CPD na alopecia cicatricial cau-
sada por LED em comparacao ao LPP (aproximadamente 26%
vs. 15%).

CPD foram observadas nas lesdes mucosas e cutaneas
do liquen plano.?>?*> O numero dessas células varia nos

diferentes estudos feitos até agora. Em alguns estudos, uma
baixa porcentagem de CPD foi relatada no LPP (< 10%) (8, 17,
18), enquanto uma porcentagem maior de CPD foi observada
no liquen plano oral (20%).% No presente estudo, o percen-
tual de CPD no LPP foi de aproximadamente 15%, valor supe-
rior ao encontrado nos estudos de Fening e Seleimans.® '

O local anatémico predominante da infiltracdo de CPD
também pode variar nos tecidos cutaneos, tanto no LED
quanto no LPP. Sleiman et al. relataram a presenca de CPD
na derme profunda, em localizacdo periécrina e na juncao
dermoepidérmica em quase todas as amostras de LED; por
outro lado, a infiltracdo dessas células na juncdo dermo-
epidérmica foi observada em apenas um pequeno nimero
de amostras de LPP e nao foram observadas infiltracoes
na derme profunda e na regido periécrina.’® No estudo
de Fening et al., observou-se envolvimento perifolicular e
perivascular em quase todas as amostras de LED e em um
pequeno nimero de amostras de LPP, bem como envolvi-
mento periécrino e perifolicular em muitas amostras de LED,
mas nao em amostras de LPP. No estudo desses autores, o
envolvimento intrafolicular das CPD nao foi observado nem
no LED nem no LPP.2 No presente estudo, as regibes perifo-
liculares e perivasculares apresentaram a maior densidade
de CPD no LED e no LPP. Os cortes histopatolégicos verticais
usados no presente estudo permitiram avaliar a epiderme
e a juncao dermoepidérmica, que ndo podem ser avalia-
das quando os cortes sao horizontais. Nem o LED nem o
LPP mostraram infiltracdo intraepidérmica de CPD. No pre-
sente estudo, o envolvimento da juncao dermoepidérmica
e da regiao subcutanea foi notavel nas amostras de LED.
Foi detectada infiltracdo periécrina e intrafolicular em um
pequeno numero de casos de LED, porém em nenhum dos
casos de LPP (fig. 2). Infiltracao intersticial foi observada
em muitos casos de LPP e em poucos casos de LED. O pre-
sente estudo é o primeiro desse tipo a avaliar a regiao
subcutanea quanto a presenca de CPD no LED e LPP; essas
células foram detectadas no tecido subcutaneo, tanto no
LED quanto no LPP. Vale ressaltar que as CPD foram observa-
das principalmente ao longo da parte profunda dos foliculos
pilosos no tecido subcutaneo das amostras de LPP, enquanto
estavam mais espalhadas pelo subcutaneo nas amostras de
LED (fig. 5).

Foram observados grandes aglomerados (agregados de
dez células ou mais) em metade das amostras de LED, mas
em apenas dois casos de LPP, com sensibilidade de 50%
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Figura 5 Presenca de células dendriticas plasmocitoides dis-
persas pelo subcutaneo em um caso de lUpus eritematoso
discoide, 40x (A) e principalmente ao redor de uma estela foli-
cular no subcutaneo, em um caso de liquen plano pilar 40x

(B).

e especificidade de 94% para diferenciacao entre LED e
LPP. Esses grandes aglomerados eram frequentemente loca-
lizados na regiao perifolicular. Theodore et al. relataram
agregados de 20 células ou mais em 60% das amostras de
lupus facial.” Sleiman et al. detectaram agregados de dez
células ou mais em 100% dos casos de LED com alopecia
cicatricial.’® Outros estudos detectaram alguns ou nenhum
aglomerado de CPD em alopecia cicatricial de outras causas,
como LPP, alopecia frontal fibrosante e alopecia cicatri-
cial centrifuga central.®'7-'® Koliver et al. estimaram que
aglomerados de cinco células ou mais tinham 77% de sensi-
bilidade e 89% de especificidade para distinguir LED de LPP."”
No presente estudo, os pequenos aglomerados (agregados de
5 a 10 células) nao tiveram valor diagnostico para diferenciar
LPP de LED.

Fening et al. excluiram casos que nao apresentavam infil-
trado inflamatoério significativo de células mononucleares e
identificaram agregados de dez CPD ou mais e 20 CPD ou mais
em 94,1% e 82,4% dos casos de LED com alopecia cicatricial,
respectivamente.? Os achados do presente estudo indicam
que a formacao de aglomerados pode ser observada nos esta-
gios ativo (inflamacao proeminente sem fibrose) e tardio
(fibrose proeminente com inflamacdo minima ou ausente)
da doenca.

Conclusao

O presente estudo indica que a deteccao de CPD por
imunomarcacao com CD123 pode ser um método de diag-
nostico aceitavel para o diagnostico de LED e a presenca de
aglomerados de dez células ou mais tem alta especificidade
para o diagnostico de alopecia cicatricial associada a LED.
A imunomarcacao com CD123 aparenta ser Util nos estagios
ativo e tardio da doenca.
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