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RESUMO

Alopecia androgenética (AAG) é caracterizada por uma perda padrdo de cabelo, e
atualmente, entre os novos tratamentos, podemos citar o uso do plasma rico em
plaquetas (PRP). A resposta ao PRP é controversa, e isto poderia estar relacionado
ao numero de plaquetas e aos niveis de fatores de crescimento presentes no
produto. O objetivo deste projeto foi analisar o niumero de plaquetas e os niveis de
fatores de crescimento (PDGF-AA, EGF e VEGF) presentes no PRP fresco e
liofilizado, e sua correlagcdo com os parametros de crescimento capilar em pacientes
diagnosticados com AAG, usando o TrichoScan como método objetivo de avaliacéo,
em dois desenhos de estudo. No primeiro, quinze pacientes receberam aplicacao de
PRP fresco. Os resultados mostraram aumento significativo na contagem de fios (p =
0,0018) e na porcentagem de fios anagénicos (p = 0,0070). Porém, estes resultados
nao foram correlacionados com a quantificacdo plaquetaria e/ou quantificacées dos
fatores de crescimento no PRP. No segundo estudo, foi utilizado o PRP liofilizado
em vinte e dois pacientes (onze no grupo tratamento e onze no grupo controle), com
trés injecdes mensais. Porém, o resultado clinico observado nao foi significativo em
nenhum dos parametros avaliados (p = 0,206 para contagem de fios, e p = 0,398
para porcentagem de fios anagénicos). A contagem de plaguetas e a concentracao
dos fatores de crescimento presentes no PRP liofilizado também ndo foram
correlacionados com a resposta obtida. Esta falta de correlagdo com os dois tipos de
PRP aponta que outros mecanismos ou outros fatores de crescimento nao
quantificados neste projeto podem estar envolvidos nessa resposta.

Palavras-chave: alopecia, queda de cabelo, plasma rico em plaquetas, PRP.



ABSTRACT

Androgenetic alopecia (AGA) is characterized by a pattern hair loss, and currently,
among the new treatments, we can mention the use of platelet rich plasma (PRP).
The response to PRP is controversial, and this could be related to the number of
platelets and levels of growth factors present in the product. The objective of this
project was to analyze the number of platelets and levels of growth factors (PDGF-
AA, EGF and VEGF) present in fresh and lyophilized PRP, and their correlation with
the parameters of hair growth in patients diagnosed with AAG, using TrichoScan as
an objective evaluation method, in two different studies. In the first study, fifteen
patients received application of fresh PRP. The results showed a significant increase
in hair count (p = 0.0018) and in the percentage of anagen hair (p = 0.0070).
However, these results did not correlated with platelet quantification and/or
quantification of growth factors in PRP. In the second study, lyophilized PRP was
used. However, the observed clinical result was not significant in any of the evaluated
parameters (p = 0.206 for hair count, and p = 0.398 for percentage of anagen hairs).
The platelet count and concentration of growth factors present in the lyophilized PRP
also did not correlated with the response obtained. This lack of correlation with the
two types of PRP indicates that other mechanisms or other growth factors not
measured in these studies may be involved in this response.

Keywords: alopecia, hair loss, platelet rich plasma, PRP.
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1. INTRODUCAO
1.1 Alopecia Androgenética (AAG)

Alopecia é o nome dado a queda de cabelo resultante de diversos fatores,
tais como deficiéncia congénita ou genética, uso de medicamentos, doencas
sistémicas, e alteracdo hormonal. (Gordon et al, 2011, Novak et al, 2009). Os tipos
mais comuns de alopecia sao a androgenética, causada por uma alta expressao da
enzima 5-a-redutase; a areata, decorrente de reacdo autoimune; e o eflavio
telogénico, originado pela entrada prematura e sincronizada de foliculos na fase
exogénica (de desprendimento capilar) (Paus et al, 1999).

A alopecia androgenética (AAG) é considerada o tipo mais comum de
alopecia tanto em homens quanto em mulheres, e é caracterizada por uma queda
padrao de cabelo (Sinclair, 1998). A regido em que ha a queda de cabelo varia de
acordo com o género: em homens, é mais comum na regido fronto-temporal e no
vértice craniano, e em mulheres, a regido mais acometida € a centro-parietal e,
menos frequentemente, a regiao frontal (Shapiro et al, 2000). Essa caracterizacéo é
devido a heranca genética, em que determinados foliculos pilosos sao
miniaturizados, até se tornarem ineficazes na producao de fios de cabelo (Cotsarelis
et al, 2001). Apesar da AAG manifestar-se por volta dos 40 anos de idade, a
prevaléncia € de 30% nos homens de raga caucasiana com idade até 30 anos, e de
50% naqueles acima de 50 anos (Thomas, 2005). Por razbes ainda desconhecidas,
esta prevaléncia é maior em homens de etnia asiatica, e menor em homens de raga
negra (Paus et al, 2008, Pathomvanich et al, 2002, Setty, 1970).

A AAG é causada devido a alta expressao da enzima 5-a-redutase, que

tem como funcdo catalisar a reagdo de conversdo de testosterona em
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dihidrotestosterona (DHT), dois horménios androgénicos indispensaveis para o
desenvolvimento masculino (Inui et al, 2011). O mecanismo destes horménios na
AAG é desconhecido, mas acredita-se que, por conter receptores androgénicos, a
papila dérmica, indispensavel na manutengéo do ciclo de crescimento capilar, seja o
principal alvo da DHT (Sinclair, 1998). Achados no ciclo de crescimento na AAG, tais
como diminuicdo do tempo dos foliculos na fase anagénica (de crescimento), e
aumento do tempo na fase telogénica (descanso), reforcam essa hipo6tese. (Inui et

al, 2011, Ellis et al, 2002, Cotsarelis et al, 2001, Kaufman, 1996).

1.2 Ciclo do Crescimento Capilar

O crescimento capilar € um processo ciclico que compreende 4 fases:
anagénica, catagénica, telogénica e exdgenica (figura 1) (Stenn et al, 2001). O ciclo
inicia-se na fase anagénica, com duracao de 2 a 6 anos. Esta fase € caracterizada
por divisbes celulares de queratinécitos no bulbo capilar, que produzem varias
camadas de queratina, direcionando o fio de cabelo para o exterior do couro
cabeludo (Novak et al, 2009). O alto nivel de DHT presente na AAG é um dos fatores
responsaveis pela queda de cabelo, promovendo a miniaturizacao folicular na fase
anagénica (Cotsareli et al, 2001). Ao terminar a primeira fase, o foliculo capilar
recebe um sinal para iniciar a fase catagénica (de descanso), que dura cerca de 3
semanas. Nesta fase cessa-se a proliferacdo na matriz, e o foliculo libera a papila
dérmica, rica em fibroblastos e fatores de crescimento. Embora seja desconhecido,
tem sido sugerido o envolvimento do fator de crescimento de fibroblastos-5 (FGF-5)
na sinalizacdo da transicao da fase anagénica para catagénica (Shapiro et al, 2004).
A fase seguinte é chamada fase telogénica (de involugao), em que células epiteliais

sado projetadas para cima e formam o chamado grupo germinativo secundario de
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cabelos. Em algum ponto nesta fase, este grupo produz uma sinalizagdo quimica
para que aconteca migragdo de células tronco transcricionalmente ativas para sua
proximidade. As células germinativas proliferam-se para baixo, formando assim, um
novo bulbo capilar, que reinicia a fase anagénica. Estudos sugerem que a transi¢ao
da fase telogénica para fase anagénica e, portanto, recomec¢o do ciclo, depende de
alguns fatores de crescimento, tais como BMP (bone morphogenetic proteins,
derivado do TGF-B), e do fator de crescimento de fibroblastos-7 (FGF-7) (Shapiro et
al, 2004).

Na AAG, o tempo de laténcia entre a fase telogénica e a nova fase anagénica
€ prolongado, portanto, os fios de cabelo que caem naturalmente demoram muito
mais tempo para serem repostos (Headigton, 1993, Whiting, 1993). Ocorre também
na fase telogénica, o desprendimento capilar do foliculo (Shapiro et al, 2004, Novak
et al, 2009). Este processo possui um mecanismo tdo complexo que foi proposta a
criagdo de uma nova fase do ciclo de crescimento celular, denominada fase
exogénica. (Milner et al 2002, Stenn, 2005). Esta fase foi considerada uma etapa
independente do ciclo capilar, pois acredita-se que o foliculo capilar seja renovado
por mais de um ciclo de crescimento (Rook et al, 1982). A fase exogénica ocorre
desde a sinalizacao para o desprendimento do fio capilar até o desprendimento total,
mas o inicio desta fase pode variar de acordo com o tipo do foliculo e sua
localizagdo (Choung et al, 1998). Na AAG, foi constatado que o fio cai bem antes do
inicio da fase anagénica, ou seja, antes de ser reposto outro fio, mas ainda nao foi
demonstrado se isto ocorre devido ao prolongamento da fase telogénica, ou ao inicio
prematuro da fase exogénica (Stenn et al, 2001). O ciclo do crescimento capilar é
um processo assincrono, ou seja, cada foliculo faz seu préprio ciclo independente

dos foliculos adjacentes. (Choung et al, 1998).
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Fases do Ciclo de Crescimento Capilar

e

— J )“ - -
Anagénica Catagénica Telogénica Exogénica

Figura 1: Esquema das 4 fases do ciclo de crescimento capilar. (A) fase anagénica:
crescimento do foliculo e do fio de cabelo; (B) fase catagénica: involugao folicular;
(C) fase telogénica: inicio do desprendimento e formagao de novo foliculo; (D) fase

exogénica: desprendimento total do fio. Adaptado de Sinclair R (2004).

O crescimento capilar € controlado por diversas interagcées bioquimicas
epitelial-mesenquimal, tais como a presencga fatores de crescimento e moléculas de
adesao (figura 2) (Choung et al, 1998). Logo na fase embrionaria do foliculo ja é
possivel observar uma rede de moléculas expressas. Choung et al (1998)
propuseram que a expressao do receptor do fator de crescimento transformador BlI
(TGF-BII) na epiderme indica um sitio de desenvolvimento de um placédio (estrutura
primordial para desenvolvimento embrionario), e formagédo de um futuro foliculo
capilar. A expressdo do receptor de TGF-BIl, junto a outros de fatores de
crescimento da familia FGF (-1, -2 e -4), induzem a expressao da proteina Sonic
hedgehog (Shh), essencial para desenvolvimento embrionario e diferenciacao

celular. A Shh é responsavel pela inducao da expressédo de TGF-BI, BMP-2 e BMP-4
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que, por sua vez, estimulam a formacdo da papila dérmica. Recentemente,
Panchaprateep et al (2013) demonstraram que o fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1), produzido nas células mesenquimais da papila dérmica, e as
proteinas as quais se liga (IGFBP-2 e -4) sao reguladores do ciclo de crescimento
capilar, pois mantém o foliculo na fase anagénica. Por possuir esta caracteristica, o
IGF-1 tem sido considerado promissor no tratamento da AAG. Takura et al (1996)
mostraram que o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) esta envolvido
na formagdo mesenquimal da derme, e também na formacao do canal capilar. Yano
et al (2001) identificaram o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) como o
principal mediador do ciclo do crescimento capilar ao provar que a revascularizagao

promove o crescimento capilar e aumenta o tamanho do foliculo.

TGF-pi 2
Componentss da receptor TGF-il Placode Msx-1/Msx-2

Eplderme B — Shh ; Gli
Epiteliall ——) FGFS wmm) —) BMP-2 _) =

TGF-B1?
TGF-B3

Mesénquima — g BMP-A (Wansitbrio) o papiladérmica —___gu.  Lef-1
Toren TGF-Bi

FGF-2

Morfogénese Folicular

IGF FGF-4
IGF-I BMPs
FGF-7 PDGF
EGF/TGF-a

Figura 2: Interagbes biomoleculares presentes no desenvolvimento folicular e

reguladores do ciclo de crescimento capilar. Adaptado de Choung 2.

Apesar do ciclo acontecer durante a vida toda, ha um fenémeno

fisiolégico irreversivel chamado de delegcdo programada do orgao (POD,
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programmed organ deletion), em que determinados foliculos param de realizar o
ciclo de crescimento permanentemente. Esta delecdo, restrita a certo ponto da fase
anagénica e catagénica, ocorre devido a um processo inflamatério em que células
do sistema imunoldgico, geralmente macréfagos ativados e linfécitos TCD4+, que
apresentam complexos de histocompatibilidade maior classe I (MHC-Il) e
expressam a molécula de adesao intercelular 2 (ICAM-2) na fase catagénica,
lesionam a regiao epitelial perifolicular, rica em células tronco (Stenn et al, 2001,
Muller-Rover et al, 2000, Eichmuller et al, 1998). Esse fenébmeno fisiol6gico pode
estar associado a AAG, pois, mesmo nao apresentando perda permanente de
foliculos, nota-se um infiltrado perifolicular de células inflamatérias (Stenn et al,

2001).

1.3 Fisiopatologia

O desenvolvimento e a progressdo da AAG sao resultados da acao de
hormonios andrégenos no couro cabelo: a testosterona é convertida em DHT pela
enzima 5-a-redutase tipo Il, altamente expressa nas regides acometidas pela AAG
(Inui et al, 2011). A DHT liga-se a receptores androgénicos (RA) e juntos formam o
complexo DHT-RA. Apéds a ligacao, ocorre a dimerizacao deste complexo, que é
translocado ao nucleo, onde é feita a transcricdo de genes responsaveis por
alteracdes no ciclo de crescimento. ApOs sucessivas passagens, a duracao da fase
anagénica € diminuida em cerca de 7 vezes, e, da fase telogénica, € aumentada
(Inui et al 2011, Whiting, 1993). A duracdo da fase anagénica determina o
comprimento do fio, portanto, apds certo tempo, o novo fio de cabelo ndo é comprido
o suficiente para alcancar a superficie dérmica, e o Unico sinal da presenga do

foliculo € um simples poro no couro cabeludo. Isto leva a uma redugéo do nimero de
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cabelos no couro cabeludo, caracterizando a alopecia (Mulinari-Brenner et al, 2009).
Devido ao fio ser menos preso ao foliculo na fase catagénica, ha uma maior
facilidade de desprendimento ao lavar ou pentear o cabelo (Sinclair, 1998). Uma
possivel explicacdo para esta alteracdo no ciclo de crescimento é que a papila
dérmica, fundamental para a manutengcdo do ciclo, por conter receptores
androgénicos, seja um dos principais alvos para acao do DHT (Inui et al, 2011, Ellis
et al, 2002, Cotsarelis et al, 2001, Kaufman, 1996).

A miniaturizagdo folicular caracteristica da AAG também ocorre por
influéncia do DHT (figura 3), porém este mecanismo também €& desconhecido. O
processo de miniaturizagdo € gradual e passa a acontecer em algum momento na
fase anagénica, em que ha uma reducdo do tamanho do foliculo ap6s sucessivas

passagens do ciclo de crescimento (Sinclair, 1998).

Foliculo normal
com cabelo terminal
Miniaturizagdo do foliculo  Foliculo miniatuarizado
l com cabelo velus

| |
()
5

Figura 3: Processo de miniaturizacdo do foliculo na presenca de maior
quantidade de DHT. Foliculo normal com cabelo terminal sofre miniaturizacao

apos entrar em contato com hormdnio androgénico DHT, resultado da
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conversao da testosterona pela enzima 5-a-redutase. O final deste processo é
um foliculo pequeno com fio velus, pequeno e sem pigmentacao. Adaptado de

Sinclair, 1998.

A exata heranca genética da AAG também é desconhecida. Alguns
trabalhos indicam que esta heranca seja autossGmica, sendo dominante para
homens e recessivo para mulheres, sugerindo que um unico gene seja responsavel
pela predisposigcdo (Mulinari-Brenner et al, 2009). Por outro lado, devido aos
diversos fendtipos de AAG, que vao desde um couro cabeludo normal até a calvicie
completa, sugere-se que a heranca seja poligénica (Mulinari-Brenner et al, 2009).
Uma pessoa jovem pode nao apresentar nenhum sinal da alopecia, mas pode ter
predisposicao genética para AAG, e desenvolvé-la tardiamente. Esse fato dificulta a
identificacdo dos genes envolvidos na AAG, pois um individuo considerado normal
na comparacao com um individuo ja com a doenca instalada pode ter uma mutagao
que resultard ou ndo no desenvolvimento da AAG (Mulinari-Brenner et al, 2009).
Inicialmente, os genes alvo foram os relacionados a alta expressédo da 5-a-redutase
(SRD5A1 e SRD5A2), mas foi constatado que nao ha correlagdo com a AAG (Ellis et
al, 1998, Sreekumar et al, 1999). Em um estudo clinico, Ellis et al (2001) observaram
uma diferenca significativa na sequéncia do gene transcritor de RA de pessoas com
e sem AAG, mas estas alteracbes genéticas ndo sao consideradas como fator
etiolégico para o desenvolvimento da alopecia. Na AAG, nota-se também uma
diminuicdo da expressao do gene transcritor da enzima aromatase (CYP19) no
couro cabelo, responsavel pela conversdo de androgénios em estrogénios. A

expressao dessa enzima poderia evitar o desenvolvimento da AAG ao inibir a agao
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da 5-a-redutase, mas sua correlagcdo com AAG foi descartada nesse mesmo estudo

(Ellis et al, 2001).

1.4 Classificacao e Avaliacao da AAG

Por se tratar de uma queda padrdo de cabelo, a AAG é classificada de
acordo com a escala Norwood-Hamilton (figura 4). Esta escala é dividida em sete
categorias: 1) sem queda de cabelo; Il) minimo recesso bifrontal; IIA) avanco na
progressao do recesso na regiao frontal; Ill) médio recesso na regiao frontal; IlIA)
recesso significativo na regiao frontal; Ill vértice): recesso significativo na regiao
frontal com minima queda de cabelo na regido do vértice craniano; IV-VI) progressao
do recesso da regido frontal e vértice, VII) ha cabelo apenas na regido occipital

(Norwood, 1975).
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Figura 4: Escala Norwood-Hamilton para classificacdo de alopecia androgenética.

Adaptado de Norwood, 1975

Apesar de normalmente ter inicio tardio, a AAG pode desenvolver-se logo
apds a puberdade, e cerca de 60% de homens caucasianos podem apresentar
calvicie grau VII até os 70 anos (Blume-Peytavi et al, 2011).

Além da queda de cabelo, os sinais iniciais de AAG podem ser prurido
e/ou tricodinia. Por serem sintomas presentes em varios outros disturbios capilares,
€ necessario fazer uma analise de antecedentes pessoais de no minimo 3 meses
antes do inicio da queda de cabelo, para exclusao de fatores associados as outras
causas, como ingestdo de medicamentos e, em mulheres, a presenca de distlrbios

hormonais (Blume-Peytavi et al, 2011, Gordon et al, 2011, Tosti et al, 2009). Nesta
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pesquisa é preciso saber se a queda de cabelo é continua ou intermitente. Pacientes
com AAG geralmente relatam uma perda de cabelo lenta e progressiva,
caracterizando-a como cronica. Também é importante determinar se ha o
afinamento do cabelo, que ocorre tipicamente na regido frontal, parietal, ou no
vértice craniano. Por se tratar de uma heranga genética, é de extrema relevancia
fazer um levantamento da histéria familiar para pesquisar a presencga de qualquer
tipo de anormalidade capilar, como alopecia areata, hirsutismo, e a prépria AAG. Um
resultado negativo no histérico familiar ndo exclui a possibilidade de
desenvolvimento futuro de AAG (Blume-Peytavi et al, 2011).

Para um melhor diagndstico da AAG, também é necesséario excluir
doencas sistémicas ou agudas diagnosticadas dentro de um ano antes dos primeiros
sinais da perda de cabelo. Infecgdo grave, deficiéncia de ferro, ou disfungdo da
tireoide podem causar queda de cabelo, mas ndo AAG (Blume-Peytavi et al, 2011).

Alguns medicamentos também causam a queda de cabelo, e uma historia
detalhada, enfatizando o uso de quimioterapicos e horménios pré-androgénicos ou
antitireoidianos deve ser realizada. Deve-se pesquisar, também, o uso de esteroides
anabolizantes ou andrégenos suplementares, especialmente em pacientes homens
(Blume-Peytavi et al, 2011).

Além destas pesquisas, o estilo de vida do paciente também deve ser
investigado. Penteados especiais podem gerar tracao no fio de cabelo, facilitando
sua queda, e exposicao exagerada a radiagao ultravioleta pode estar ligada a queda
de cabelo (Blume-Peytavi et al, 2011). Su et al (2007) relataram uma associacao
entre tabagismo e o desenvolvimento de AAG moderada a grave em pacientes do

género masculino.
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Apesar da maioria das mulheres com AAG ter fungbes hormonais
normais, € necessario realizar uma pesquisa da histéria clinica detalhada para
excluir alteragdes hormonais que causem queda de cabelo, ou outras doengas,
como tumor horménio-sensivel. Essa historia ginecoldgica inclui: menarca, ciclo
menstrual, menopausa, amenorreia, uso de hormdnios contraceptivos, terapia de
reposicdo hormonal, tratamento de fertilidade, numero e o tempo da ultima de
gravidez e parto, abortos, cirurgias ginecologicas, crescimento excessivo de pélos
em rosto e corpo, e presenga de acne ou seborreia na pele ou no couro cabeludo
(Blume-Peytavi et al, 2011).

O European Consensus Group desenvolveu um algoritmo para facilitar o

diagnéstico de AAG (figura 5) (Blume-Peytavi et al, 2011).
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Figura 5: Algoritmo criado pelo European Consensus Group para facilitar o

diagnéstico de AAG durante a rotina clinica. Adaptado de Blume-Peytavi et al, 2011.

DD*: diagnéstico diferencial.

1.5 Diagnodstico da AAG

1.5.1 Pull Test

O pull test € um exame indicativo inicial de facil realizacdo. Com os dedos

polegar, indicador e médio puxam-se cerca de 50-60 fios de cabelo nas regides

parietal de ambos os lados, frontal e occipital. A positividade do teste se da quando

mais de 10% dos cabelos se desprendem do couro cabeludo. Este desprendimento

€ devido a alteragédo do ciclo de crescimento capilar, em que ha aumento do tempo
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da fase telogénica, portanto, os fios de cabelo estdo pouco presos ao foliculo. Este
teste geralmente é negativo para pacientes com AAG nao sintomatica, mas se torna
positivo na fase ativa, quando ha aumento do nimero de cabelos que se encontram
na fase telogénica (Hillmann et al, 2009).

O pull test apresenta grande variacao interobservador, e também pode ser
influenciado pelo jeito que o paciente lava e penteia o cabelo (Blume-Peytavi et al,

2011).

1.5.2 Dermatoscopia

A dermatoscopia é um método nao invasivo para analise do couro
cabeludo e da pele. Esta técnica é feita com uma lupa e pode ser conciliada com
video (videodermatoscopia). A amplificacdo feita pela lupa permite observar o eixo
capilar no foliculo (se presente), seu tamanho e a variagdo na densidade capilar.
Com o uso deste método, € possivel observar halos marrons em volta da abertura

folicular (figura 5), caracteristica da AAG (Blume-Peytavi et al, 2011, Tosti et al,

2009).
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Figura 6: Presenca de halos marrons em volta da abertura folicular, aparéncia de

couro cabeludo tipica de AAG.

1.5.3 Tricograma

O tricograma € um método bem util para distinguir os diferentes tipos de
queda de cabelo. A técnica consiste na retirada de cerca de 80 fios de cabelo com
forcéps de borracha, para analise microscépica das raizes capilares. Para realizar
esta andlise microscopica, os bulbos capilares dos fios arrancados sao
imediatamente colocados em uma lamina de vidro em um meio de fixagdo para
analise futura. Além da dor na hora da retirada dos fios, 0 paciente precisa ficar 5
dias sem lavar o cabelo, o que causa desconforto. O uso do tricograma é mais
aconselhavel quando € necessario fazer andlise da raiz capilar, como, por exemplo,
no diagndstico da sindrome da anagena solta (Hillmann et al, 2009, Blume-Peytavi

etal, 2011)

1.5.4 Trichoscan

TrichoScan € um método ndo invasivo de avaliagao capilar que consiste
em andlise feita por microscopia de epiluminescéncia padrdo. A técnica é realizada
na area de transi¢do entre cabelos normais e area calva. O método de TrichoScan é
eficiente na avaliacdo da densidade capilar, diametro capilar, taxa de crescimento
capilar e taxa de relacdo entre cabelos velus/terminal. Utilizando-se um software
especifico de analise das imagens sdo avaliados os seguintes parametros: selecéao
do componente da cor (ajuda na visualizacdo dos fios), rejeicdo de artefatos (bolhas

e reflexos), determinagdo do limiar da queda de cabelo, identificagdo de regides
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capilares, analise de cada fibra capilar, calculo do numero, densidade e espessura

dos fios (Huffmann, 2005).

1.5.5 Biopsia

A bidpsia do couro cabeludo é essencial para o diagnostico de alopecia
cicatricial, mas no caso de AAG, é indicada apenas quando ha duavidas no
diagnéstico. Nesta técnica, sao feitos dois cortes de 4 mm, profundos o suficiente
para atingir a gordura subcuténea, regido onde sao encontrados os bulbos capilares
na fase anagénica. Um destes cortes é feito verticalmente (corte convencional de
bidpsia), e outro, horizontalmente. O corte horizontal permite avaliar o numero de
foliculos, o diametro, a caracteristica do agrupamento, e sua morfologia (Sinclair et
al, 2003, Elston et al, 1995, Whiting, 1993). Na AAG ha um aumento no numero e
proporcéo de foliculos miniaturizados: em areas afetadas, a proporcao de foliculos
de cabelo velus por cabelo terminal é de 3:1, enquanto que em regides normais,
essa proporgao € de 1:7 (Whiting, 1993). J& no corte vertical, é possivel observar a
infiltracao primaria perifolicular de linfécitos e fibrose perifolicular (Olsen, 2008). Os
cortes de biopsias ndo devem ser feitos na regido bitemporal, pois esta regiao
apresenta miniaturizacao folicular independente da presenca de AAG (Blume-

Peytavi et al, 2011).

1.6 Tratamentos

Devido a sua natureza progressiva, o tratamento de AAG deve ser
iniciado precocemente, e ser continuado por um longo periodo de tempo para
manter a eficacia (Gordon et al, 2011). Os farmacos disponiveis e aprovados pelo

FDA (Food and Drugs Administration) e pela ANVISA (Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria) sao: uso topico de minoxidil 2% para mulher e 5% para homens,
e a administracdo oral (1 mg/dia) de finasterida, inibidor da enzima 5-a-redutase tipo
Il) somente para homens (Olsen et al, 2005). Além do uso de farmacos, o implante

capilar autélogo é um processo alternativo bem comum no tratamento de AAG.

1.6.1 Minoxidil

O minoxidil foi inicialmente usado para o tratamento de hipertenséo
devido a sua caracteristica vasodilatadora. Em uma pesquisa com esta finalidade,
Devine et al (1977) relataram hirsutismo como efeito colateral do tratamento. Este
relato levou ao desenvolvimento de uma formulagéo tépica de solucao de minoxidil
com a fungédo de deter a progressdo da perda capilar e promover o crescimento
capilar (Sinclair, 1998). O minoxidil promove um aumento do tempo da duracdo da
fase anagénica, e ampliagéo dos foliculos miniaturizados (Prince, 1999).

A solucdo de minoxidil deve ser aplicada duas vezes ao dia no couro
cabeludo. Os primeiros efeitos da diminuicdo da queda de cabelo e sua
estabilizacdo acontecem em até 8 semanas apds o inicio do tratamento e,
posteriormente inicia-se 0 crescimento capilar. Por ndo inibir o processo bioldgico,
estes fios tendem a ter um ciclo de crescimento diminuido, e rapidamente voltam a
cair (Mulinari-Brenner et al, 2009, Sinclair, 1998).

Os efeitos colaterais do uso de minoxidil sdo, em sua maioria,
dermatoldgicos: cerca de 7% dos pacientes que fazem uso de solugao de minoxidil
2% apresentam quadro de irritagdo do couro cabeludo junto com escamacgao e
prurido. Em pacientes que fazem uso da solugdo de minoxidil 5%, esta incidéncia
aumenta devido a alta concentracao de propilenoglicol. Outro efeito colateral é a

hipertricrose, mais comum em mulheres e rara em homens (Sinclair, 1998).
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1.6.2 Finasterida

A finasterida € um inibidor competitivo da enzima 5-a-redutase tipo Il e
seu uso impede a conversao da testosterona em DHT (Sinclair, 1998). O uso deste
farmaco para o tratamento de AAG foi proposto devido a auséncia da doenca em
homens que apresentam deficiéncia desta enzima. Por se tratar de um farmaco que
atua em hormoénios andrégenos, o uso da finasterida também é indicado para o
tratamento de hipertrofia prostatica, porém na dose de 5 mg, enquanto que para o
tratamento de AAG, o indicado é 1 mg (Weide, 2009).

O uso oral de finasterida 1 mg tem sido um potente tratamento para
impedir a progressdo de AAG. Ap6s um ano de uso, observa-se cerca de 25% de
crescimento de novos fios de cabelo, e depois de dois anos, ocorre um aumento do
diametro capilar (Mulinari-Brenner et al, 2009, Sinclair, 2001). A eficacia € observada
apoés 4 meses de tratamento, porém, os pacientes devem fazer uso por no minimo
24 meses, e, se neste periodo esses efeitos se mantiverem o uso deve ser continuo
(Sinclair, 1998). Este medicamento ndo deve ser utilizado em mulheres, e ndo deve
ser manipulado por gestantes, pelo risco de absorcao e alteracdes do feto.

Os efeitos colaterais do uso da finasterida sdo: diminuicdo da libido
(1,8%), disfuncao erétil (1,3%) e diminui¢gdo do volume de ejaculagéo (1,2%) (Weide,
2009). Ap6s 3 anos do lancamento foi incluido na bula do medicamento, por
indicacdo do FDA, um alerta sobre a continuidade de alguns desses efeitos
colaterais, mesmo apds a suspensao do medicamento. Como o0 numero de usuarios
€ muito grande, incluindo a populagao jovem, esse alerta ndo é desprezivel do ponto

de vista prético.
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1.6.3 Implante Capilar Autélogo

No implante capilar sdo retirados foliculos de regides onde ndo ocorre
AAG (regides lateral e posterior), e sdo implantados nas regides acometidas. Estes
foliculos retirados ndo sdo geneticamente propensos a desenvolver AAG,
caracteristica que permanece mesmo quando sado inseridos em regides ja calvas.
Além da possibilidade de resultar em uma aparéncia artificial, a area doadora pode
ser insuficiente para a realizacao deste procedimento (Gadelha et al, 2003). Outra
desvantagem desta técnica é a possibilidade que alguns foliculos ndo germinem
devido a necrose, apoptose e consequente absorcao pelo couro cabeludo (Uebel et

al, 2008).

1.6.4 Outros Tratamentos

No Brasil, hd outros tratamentos comercialmente disponiveis que
possuem determinados principios ativos, tais como o 17-a-estradiol e derivados da
planta Serenoa serrulata, porém com pouca evidéncia clinica (Mulinari-Brenner et al,
2009). Um estudo in vitro com a utilizagdo de 17-a-estradiol demonstrou uma
reducdo da conversdao de testosterona em DHT e aumento da conversdo da
testosterona em outros esteroides, com menor participacdo no desenvolvimento da
AAG, como estrona e androstenediona (Mulinari-Brenner et al, 2009). Em um estudo
clinico, duplo-cego, feito somente com mulheres que usaram 17-a-estradiol e
minoxidil 2%, notou-se melhora da densidade capilar sem evolucdo da doenca
(Blume-Peytavi et al, 2005).

Derivados da planta Serenoa serrulata sugerem uma inibicdo da enzima
5-a-redutase e tém sido usados para o tratamento de hiperplasia prostatica;

portanto, é possivel que tenha um efeito na AAG (Mulinari-Brenner et al, 2009).
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1.7 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Apesar dos tratamentos atuais disponiveis prevenirem a queda e
promoverem o crescimento temporario do cabelo, eles ndo séo tao eficientes para
regeneracao do foliculo capilar em areas ja calvas do couro cabeludo. Além disso,
mesmo que ndo muito frequentes, os efeitos colaterais sdo bastante indesejaveis,
particularmente com o uso da finasterida (Miteva et al, 2012).

O PRP é um produto autélogo, que resulta em um pequeno volume de
plasma concentrado em plaquetas, que, através da degranulacdo dos granulos-a,
secretam fatores de crescimento, tais como: fator de crescimento epidermal (EGF),
PDGF, TGF-B, VEGF, IGF-1, e FGF (Miao et al, 2013). Por se tratar de um produto
autdlogo, nao apresenta os riscos relacionados a um produto biolégico heterdlogo.

O PRP atraiu atengdo na area da cirurgia plastica e da dermatologia
devido ao seu potencial efeito como adjuvante nas cirurgias plasticas de face, efeitos
estéticos e rejuvenescedores da pele. Estudos in vitro tém demonstrado que o PRP
aumenta a proliferacao de fibroblastos dérmicos e células-tronco humanas derivadas
do tecido adiposo, enquanto relato de casos recentes descrevem o uso do PRP para
o tratamento de cicatrizes de acne e do sulco nasolabiais (Azzena et al, 2008,
Kakudo et al, 2008, Cervelli et al, 2009, Sclafani et al, 2009, Cho et al, 2011).

Os fatores de crescimento, também chamados de citocinas, s&o
polipeptideos que atuam como mediadores da maturagéao e da diferenciacao celular,
auxiliando na reparacao tecidual e angiogénese (Weinberg et al, 1990, Vick et al,
2006). Os principais fatores de crescimento do PRP que podem ter um papel
terapéutico na AAG séo:

a) PDGF: devido a agdo mitogénica, € uma das moléculas mais importantes

envolvidas na proliferacdo celular de fibroblastos e do tecido conjuntivo. Sua agao
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cicatrizante ocorre pela caracteristica de estimular a sintese de colageno na
reparacao de feridas e de perdas de substancia tecidual (Uebel et al, 2006). No
foliculo capilar, o PDGF é responsavel pelas diversas mitoses que ocorrem na regido
do bulge e da papila dérmica, e também pela reepitelizacdo apo6s lesao e/ou perda
tecidual (Karlsson et al, 1999, Kamp et al, 2003);

b) TGF-B: tem acao reparadora e anti-inflamatéria em lesées de tecido. No foliculo
capilar, o TGF-B estimula o crescimento de células mesenquimais na papila dérmica,
mas em alta concentracao atua como feedback negativo, inibindo a proliferacao de
células epiteliais (Stenn et al, 2001, Roberts et al, 1985);

c) EGF: é responsavel pela estimulagdo de mitose em células epiteliais e fibroblastos
e, por razdes desconhecidas, aumenta a taxa de foliculos na fase anagénica, ao
inibir o inicio da fase catagénica (Mak et al, 2006). A presenca de EGF orienta e
alonga o foliculo. Isso ocorre devido a proliferagédo dos queratindcitos basais (Amgar
et al, 2013). Mak et al (2006) propuseram o EGF como um dos principais
reguladores do ciclo do crescimento capilar, pois suas concentracbes podem
controlar o inicio ou fim da fase anagénica;

d) VEGF: esta envolvido com a interacdo vascular-endotelial, tendo assim, uma
importante acdo na permeabilidade vascular e na angiogénese, processo critico para
reparacao tecidual. O VEGF tem quimiotaxia por fibroblastos e os atrai para o tecido
conjuntivo, produzindo colageno, indispensavel para a matriz, que suporta as células
endoteliais e fibroblastos (lruela-Arispe et al, 1997, Dvorak et al, 1987);

e) IGF-1: este fator, além de regular o ciclo de crescimento capilar ao alterar a
duracao da fase anagénica, emite sinais mitéticos em diferentes linhagens celulares

e atua na protecao a apoptose ao regular a expressao de sinais antiapoptéticos.
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O uso de PRP autdlogo elimina o potencial de transmissao de doengas e
imunogenicidade no receptor. No entanto, a preparagdo requer tempo para
processar o sangue, e suas células apresentam uma curta meia-vida, devendo ser
aplicado poucas horas apés a sua producao (McCarrel et al, 2009). Devido a isto, o
processo de liofilizacdo do PRP surge como uma possibilidade muito interessante na
pratica clinica. Estudos com utilizagdo de PRP liofilizado em enxerto 6sseo
demonstraram resultados promissores (Pietramaggiori et al, 2006, Markou et al,
2009), devido ao potencial em concentrar plaquetas e fatores de crescimento,

mesmo sendo armazenado por diversas semanas apos seu preparo (Pan, 2016).

1.7.1 Uso De PRP Na AAG

A eficacia do uso de PRP no tratamento de AAG pode estar relacionada a
presenga dos fatores de crescimento tanto na fase embrionaria quanto adulta do
foliculo capilar (McElwee et al, 2000, Perez-Meza et al, 2004). Na fase embrionaria,
a acao do PDGF, TGF-B e VEGF ocorre na formacao do broto capilar, ligando as
células epiteliais as células de origem mesenquimal. A formagao da papila dérmica
também é influenciada pela presenca de TGF-f e VEGF (Kamp et al, 2003). Ja na
fase adulta, estes mesmos fatores agem no crescimento e na manutencdo do
foliculo: o PDGF estimula mitoses de células tronco, o VEGF favorece o
desenvolvimento da microcirculacdo, e o TGF-B ativa a papila dérmica e inibe
apoptoses durante o ciclo celular. Durante a transicdo da fase anagénica para a
catagénica, hda o aumento de comunicacdo neuro-imunolégica, levando a uma
inflamacgéo neurogénica perifolicular e apoptose no foliculo (Amgar et al, 2013).

A medida que os fatores de crescimento se ligam ao seu receptor

correspondente na membrana celular, € induzida uma cascata de sinalizagdao que
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ativa reguladores antiapoptoéticos, tais como a proteina quinase B (Akt) e Bcl-2 (34,
49-51). Li et al (2012), ao relatarem um aumento in vitro de Bcl-2 e Akt ativado em
resposta ao PRP, apoiaram a hipotese de que o PRP ativado possa restaurar a
sobrevivéncia das células da papila dérmica.

O IGF-1 tem sido considerado um fator de crescimento importante em
varios sistemas biolégicos (Jones et al, 1995). Foi sugerido que o IGF-1 participa na
migracao e proliferacdo celular durante o desenvolvimento dos foliculos capilares,
uma vez que a ligacado do IGF-1 ao seu receptor (IGF-1R) ativa o receptor tirosina
quinase (RTK) que estimula a divisao celular (Ullrich et al, 1990, Peus et al, 1996,
Stenn et al, 1996). Por conseguinte, a inibicao do IGF-1 pode facilitar a progressao
da perda de cabelo. Essa hipétese foi reforcada por um estudo feito por Zhao et al
(2011) em modelo experimental, que mostrou que a diminuigdo dos niveis de IGF-1
pela acdo da DHT na papila dérmica promoveu a perda de pélos em camundongos.

Junto aos fatores de crescimento, as vias de sinalizacdo de quinase
regulada por sinal extracelular (ERK, de extracellular signal-regulated kinase) e Akt
podem representar uma papel-chave na sinalizacdo necessaria para a expressao
génica do crescimento capilar (Stenn et al, 1996, Zhao et al, 2011). Um estudo
relatou um aumento in vitro dos niveis de ERK a medida que as células da papila
dérmica também aumentaram (Li et al, 2012). No mesmo estudo, observou-se um
aumento significativo na expressao do FGF-7 e de B-catenina em células da papila
dérmica de ratos.

A via canonical wingless (Wnt) induz o acumulo de B-catenina no
citoplasma, que por sua vez é translocado para o nucleo e atua como cofator de
transcricdo, promovendo alteragdes na expressdao génica (Chesire et al, 2002,

Pawlowski et al, 2002, Kwack et al, 2008, Gupta et al, 2016). Em um foliculo regular,
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os fatores de crescimento ajudam na proliferagéo e na indugéo da via de sinalizagao
das células da papila dérmica. Os fatores de crescimento presentes no PRP podem
induzir a producao de Akt, impedindo a apoptose e estimulando o acumulo
citoplasmatico de B-catenina (Gupta et al, 2016)

O uso clinico do PRP na AAG tem sido estudado por varios autores
(tabela 1). Embora nenhum deles tenha correlacionado diretamente a contagem de
plaguetas e as concentragdes de fatores de crescimento com a resposta obtida, os
estudos sugerem o PRP como um tratamento alternativo promissor para a AAG
(Takikawa et al, 2011, Cervelli et al, 2014, Li et al, 2012, Alves et al, 2016, Mapar et
al, 2016, Schiavone et al, 2014).

Apenas um estudo realizou a dosagem dos fatores de crescimento no
PRP, mas sem uma analise de correlacdo com o resultado clinico (Takikawa et al,
2011). O objetivo dessa dosagem foi avaliar a mobilizacdo, e liberacdo lenta e
gradual dos fatores de crescimento do PRP na presenca de microparticulas de
deltaparina e protamina.

Cervelli et al (2014) utilizaram PRP em 10 pacientes homens e, através do
TrichoScan, observaram aumento de 18 novos fios de cabelo, e aumento na
densidade de 27,7 fios/cm?, trés meses apds o procedimento. As bidpsias do couro
cabeludo mostraram um aumento significativo do numero de foliculos e da
espessura da epiderme (p < 0,005 para ambos).

Alvez et al (2016) avaliaram parametros de crescimento capilar apos 3
aplicagdes de PRP em 22 pacientes (11 homens e 11 mulheres) com AAG, e apés 6
meses de seguimento, observaram um aumento estatisticamente significativo de

todos os parametros avaliados pelo TrichoScan.
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Navarro et al (2015) estudaram o PRGF (plasma rico em fatores de
crescimento) sem leucocitos em 100 individuos, sendo 50 homens e 50 mulheres.
Através de fotos globais e tricograma, os autores relataram que o tratamento
aumentou significamente o nimero de fios e a porcentagem de fios anagénicos.
Este resultado foi observado em ambos os sexos, porém as mulheres tiveram uma
resposta levemente melhor. Os pacientes relataram também uma melhora na
densidade capilar.

Mapar et al (2016) avaliaram 17 homens que apresentavam grau de AAG
entre IV e VI que foram tratados com PRP preparado utilizanod-se um kit comercial.
O método de avaliagado neste estudo foi feito com lupa, e demonstrou diminuigéo dos
fios terminal e velus. Uma limitagao citada pelos autores foi o grau mais avancado de

AAG, em relagdo a outros estudos publicados.
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GRAU

NUMERO DE TIPO DE | Numero de ~ Follow
AUTOR PACIENTES A?\Ié* PRP aplicacdes AVALIACAO up RESULTADOS
1) Média de
Takikawa L-PRP 5 . aumento de
M et al, iﬁgﬁlhﬁgg‘; N/I (associado Tnc;;grzgae 4 meses | 15,0 fios e 2,9
2011 u a D/P MP) | Quinzenais P x10° mm? em
didmetro
1) Média de
aumento de
18,0 fios em trés
meses.
2) Aumento de
27,7 fios/cm? de
densidade em
: . fré
ool Y| 10 (homens) | 1=V | AA-PRP NI 1ren08eane | 3 meses | 10 MOSES
etal lopsia 3) Aumento do
namero de
foliculos (p <
0,05)
4) Aumento da
espessura da
epiderme (p <
0,005)
1) PRP induz a
proliferacdo de
células da
papila dérmica
2) PRP aumenta
a fosforilacédo de
quinases
reguladas  por
sinal
. , . Cultura celular extracelular e a
Li Z et al, Estudp in vitro L-PRP expressio  de
2012 e in vivo

Akt e Bcl-2

3) PRP aumenta
a atividade da
B-catenina e a
expressdo de
FGF-7

4) PRP
estimulou o]
crescimento de
pelos em ratos
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Schiavone
G et al,
2014

64 (42 homens
e 22 mulheres)

N/I

L-PRP

2

Trimestrais

Fotos globais

Escala
Jaeschke

6 meses

1) Média de
melhora clinica
de 3,5 (95%Cl,
2.9-3.5) em
54,7% dos
pacientes

Alves R et
al, 2016

22 (11 homens
e 11 mulheres)

-V

Classific
acao de

Ludwing:

P-PRP

3

Mensais

Fotos globais

Fototricograma

6 meses

1) Aumento
significativo de
fios anagénicos,
densidade
capilar e
terminais
0,05)

2) Discreto
aumento de
numero de fios
(2,4)

fios
P <

Mapar M
et al, 2016

17

IV-VI

N/I

2

Mensais

Contagem de
fios terminal e
velus com lupa

6 meses

1) Diminuigdo
média de 0,24
fios terminais e
1,64 de fios
velus

Navarro M
etal, 2015

100 (50
homens e 50
mulheres)

N/I

PRGF (sem
leucocitos)

N/I

Fotos globais

Tricograma

3 meses

1) PRGF
aumentou

significativament
e numero de
fios anagénicos
e diminuiu fios
telogénicos

2) Minima
melhora em
mulheres
comparada aos
homens

3) Relato
subjetivo de
melhora da
densidade
capilar

Tabela 1: Lista de artigos sobre o uso do PRP na AAG. Legendas: * Grau de AAG de
acordo com a escala Norwood-Hamilton; D/P MP = microparticulas de deltaparina e

protamina; N/I = ndo informado; L-PRP = PRP com leucécitos; AA-PRP = PRP aut6logo

ativado; P-PRP =

crescimento.

PRP puro (sem leucécitos); PRGF =

Plasma rico em fatores de
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2. JUSTIFICATIVAS

A AAG tem elevada prevaléncia na populacédo. Apesar de ndao apresentar
nenhum dano a saude fisica, a AAG pode ter consequéncias emocionais
importantes, com impacto na autoestima, podendo levar a um sério problema social
e de interacao pessoal.

O tratamento com finasterida € atualmente o mais eficaz, mas nao é
isento de risco de eventos adversos, que podem ser duradouros, mesmo apos sua
suspensdo. Além disso, mulheres ndo podem fazer o uso dessa medicagéo.

Todos os tratamentos disponiveis no momento ndo levam a um aumento
do numero de foliculos capilares.

O transplante capilar € um procedimento cirurgico de alto custo, e que
muitas vezes nao propicia uma aparéncia natural.

Até o momento, nenhum estudo correlacionou os componentes do PRP e

a resposta ao tratamento na AAG, e sua andlise pode contribuir para o

conhecimento do mecanismo de agédo dessa terapéutica.
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3.0BJETIVOS
3.1 Geral

Correlacionar o numero de plaquetas e o0s niveis de fatores de
crescimento do PRP fresco e liofilizado com os parametros de crescimento capilar

analisados pelo TrichoScan e o efeito do PRP liofilizado no tratamento da AAG

3.2 Especificos

e Avaliar o numero de plaquetas e os niveis de fatores de crescimento presentes no
PRP fresco e liofilizado

e Avaliar a correlagdo entre o numero de plaquetas e os niveis de fatores de
crescimento no PRP fresco e liofilizado e parametros do TrichoScan em um grupo de
pacientes com AAG

e Avaliar o efeito do PRP liofilizado em comparacao a placebo em um estudo piloto

de pacientes com AAG
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4.CASUISTICA E METODOS

Os pacientes recrutados foram oriundos da regido metropolitana de
Campinas, e convidados a participar da pesquisa através de divulgagdo em radio
local. Apds o recrutamento, os pacientes foram selecionados de acordo com os
critérios de inclusdo e exclusdo. Apds a realizacdo de algumas avaliagdes

laboratoriais, foram incluidos nos estudos.

4.1 Selecao Dos Pacientes

A selecéo foi baseada de acordo com 0s seguintes critérios:

¢ De inclusao: individuos do sexo masculino, com idade entre 18 e 50
anos, com diagnoéstico de AAG grau Il vértice, de acordo com a escala Norwood-
Hamilton. Relatar no minimo 6 meses de queda cabelo, e estar sem fazer o uso de
qualquer medicamento para queda de cabelo, ou qualquer outro tipo de tratamento,
ha no minimo 6 meses. O antecedente de tratamento medicamentoso antes dos 6
meses ndo foi um critério de excluséo.

e De exclusao: individuos do sexo feminino, pacientes que foram
submetidos a implantes capilares; que apresentavam alguma alteragdo associada a
queda de cabelo, como doencgas da tireoide, deficiéncia de ferro; presenca ou
antecedente de neoplasia, doenca hepatica ou renal, doenca infecto-contagiosa,
doenca reumatoldgica, doenca hematoldgica. Nao puderam participar os pacientes

que estavam fazendo uso de antiagregantes plaguetario ou anti-inflamatérios.

4.2 Inclusao Dos Pacientes
ApGs pesquisa da historia clinica, foram realizados exames laboratoriais

para inclusdo ou exclusdo dos pacientes, tais como hemograma, glicemia, ferritina,
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saturagdao de transferrina, TSH, T4L, PSA livre, e dosagem de testosterona e
dihidrotestosterona.
Ap0s avaliacao dos resultados, os pacientes incluidos foram submetidos a

uma avaliagdo mais detalhada da regido a ser tratada.

4.3 TrichoScan

A técnica de TrichoScan foi aplicada na area de transicao entre a regiao
calva e a ndo calva. A area foi demarcada com tinta vermelha para referéncia visual,
e limpa com solugdo a base de alcool (Kodan® Spray, Schilke & Mayr, Vienna,
Austria). Com esta técnica, foi possivel obter fotos digitais através de um
dermatoscdpio com zoom de 40 vezes (area analisada de 1,010cm?). O TrichoScan
fornece parametros como: densidade capilar (em n/cm?), diametro capilar (em um),
taxa de crescimento capilar (em mm/dia), e taxa de relacdo entre cabelos velus /
terminal.

No primeiro estudo (com PRP fresco), a avaliacdo com o TrichoScan foi
feita em 3 tempos: inicio do tratamento, 3 meses apds o inicio (antes da sexta
aplicacéo), e 6 meses apods o inicio do tratamento. No segundo estudo (com PRP

liofilizado), a avaliagdo foi feita antes e ao término do tratamento.

4.4 Desenhos dos estudos

No primeiro estudo, todos os pacientes receberam aplicagdes quinzenais
de PRP fresco, e ndo houve grupo controle. Ambos paciente e avaliador tinham
conhecimento da aplicacao do PRP fresco.

O segundo estudo foi prospectivo, randomizado, paciente-avaliador cego.

Os pacientes selecionados para esse estudo foram subdivididos em 2 grupos:
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tratamento (aplicagdes de PRP liofilizado) e controle (aplicagdes de soro fisioldgico).
Todos os individuos incluidos foram identificados por um ndmero. A correspondéncia
entre o numero dos pacientes e seu tratamento foi realizada utilizando-se um
software para randomizacdo especifica, mantendo essa relacdo em envelope
lacrado. Este envelope nédo foi aberto até 0 momento da aplicagdo. As aplicacdes
neste grupo foram mensais, e tanto o paciente quanto o avaliador ndo tinham
conhecimento do tipo de tratamento efetuado.

Todas as aplicagdes consistiam de 20 inje¢cdes subcutaneas de 100 pL de
produto (PRP ou soro fisiolégico), com distancia de 1 cm entre cada ponto de

aplicacao.

4.5 Preparo do PRP

4.5.1 PRP Fresco

Para o preparo de cada kit de PRP fresco, foram coletados 60 mL de
sangue e divididos em 6 tubos de 8 mL com citrato ACD (4cido citrico, citrato de
sédio e dextrose), um tubo seco de 8 mL para soro, e um tubo de 4 mL com EDTA
para o hemograma.

Primeiramente, o tubo com EDTA foi enviado ao setor de andlises clinicas
do Hemocentro para realizacdo do hemograma completo. Nos casos em que o
exame apresentou qualquer tipo de alteracdo, a aplicacdo de PRP foi suspensa,
para elucidagdo do motivo da anormalidade. Um novo PRP foi preparado apenas
quando da normalizacao dos parametros alterados.

Os seis tubos de citrato ACD foram centrifugados a 300 g por 5 minutos, a
20 °C. Apds esta centrifugacéo, com auxilio de uma seringa conectada a um abocath

estéril, o sobrenadante (plasma) com o buffy coat (porcado leucocitaria) foram
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transferidos, em um fluxo laminar, para um tubo plastico estéril tipo Falcon de 15 mL,
e desprezada a porcdo eritrocitaria. Portanto, o PRP produzido foi o PRP com
leucdcitos.

Esse tubo foi entdo centrifugado a 700 g, por 17 minutos, também a 20
°C. Apds esta centrifugacao, foram recolhidos, também em fluxo laminar, 80% do
volume total de plasma, que 80% representam o plasma pobre em plaquetas (PPP).
Retirou-se deste volume do PPP, 5 mL em uma seringa estéril. O uso do PPP foi
feito caso houvesse a necessidade de diluicdo do PRP.

Os 20% do plasma restantes no tubo representam o PRP, que, com
auxilio de uma pipeta Pasteur, foi homogeneizado até a dilui¢cdo total dos fragmentos
do pellet. O PRP foi entdo aspirado com seringa estéril para a aplicacao no paciente.
Cerca de 500 pL da amostra de PRP foi aliquotada em tubos plasticos de 1,5 mL
para contagem de plaquetas e dosagem dos fatores de crescimento.

O tubo seco foi utilizado para a obtengcdo do soro autdélogo. O
processamento consiste em uma centrifugacao a 2500 rpm por 15 minutos, a 20 °C.
Apés a centrifugagao, retirou-se, em um fluxo laminar, 1 mL do soro, com o auxilio
de seringa e agulha estéreis. Este 1 mL do foi adicionado a seringa que continha o
PRP, para auxiliar a ativacao das plaguetas. Também foram feitas aliquotas de 500

UL deste soro em tubos plasticos estéreis de 1,5 mL para armazenamento a - 80 °C.

4.5.2 PRP Liofilizado

O PRRP liofilizado foi produzido a partir de aproximadamente 450 mL de
sangue total coletado em bolsa tripla por procedimento de autotransfusao. A bolsa
foi entdo centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos e 30 segundos na centrifuga Sorval

RC3BP+ (rotor de bolsas), climatizada a 22 °C, com slow stop nivel 5. Com o auxilio
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de um fracionador semiautomatico (Giotto®), o sobrenadante (PRP) foi transferido
para uma bolsa satélite, restando na bolsa original apenas o concentrado de
hemacias. A bolsa satélite foi entdo centrifugada a 3500 rpm por 12 minutos,
climatizada a 22 °C, com slow stop nivel 5. Em um fracionador semiautomatico, foi
retirado o sobrenadante, que representa o PPP, restando apenas o concentrado de
plaquetas. As bolsas foram mantidas em temperatura ambiente por pelo menos uma
hora para favorecer a solubilizacdo de possiveis agregados de plaquetas que
tenham se formado, que prejudicariam a quantificacdo e homogeneidade da
amostra.

Em um fluxo laminar, foram retirados 3500 puL do PRP e colocados em um
frasco estéril proprio para liofilizacdo. Neste frasco foi adicionado um tampéo de
fungéo estabilizante, composto por Tris (1,25 M, pH 7.2), glicina (1,5 M) e sacarose
(1,5 M). A amostra ja homogeneizada com o tampé&o foi congelada a — 80 °C por 1
hora antes de ser levada ao liofilizador (Christ Alpha 2-4 LO Plus 121550 PMMA,
UNICAMP).

O processo de liofilizagao foi baseado em duas etapas: secagem principal
e secagem final. Na secagem principal, a pressao foi de 0,021 atm e a temperatura
foi mantida a — 55 °C. Nesta etapa, a energia em forma de calor foi extraida do
material, e, posteriormente, o aumento gradual da temperatura do equipamento
forneceu a energia necessaria para a sublimacao direta, ou seja, sem formacgéo de
uma fase intermediaria liquida. Na segunda fase, a pressao foi de 0,002 atm. e a
tempera foi de — 65 °C. O objetivo desta etapa foi deixar o minimo de umidade
residual e remover o solvente em estado sélido através da menor pressao do

equipamento, porém elevando sua temperatura. Apds 24 horas de liofilizagdo, o
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vacuo foi retirado, e as amostras foram armazenadas a — 20 °C. Antes da aplicagéo,
a amostra foi reconstituida com 4 mL de agua para injegéo.
Todo o procedimento foi feito em ambiente estéril, bem como todos os

materiais utilizados.

4.6 Quantificacao Dos Fatores De Crescimento

Os fatores de crescimento presentes no PRP foram quantificados nas
aliquotas separadas durante o preparo do PRP. A determinacao foi realizada pelo
método do Bio-Plex® Suspension Array System (Bio-Rad). Foram dosadas as

concentracdes do PDGF-AA, VEGF e EGF.
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5.ASPECTOS ETICOS

Os pacientes tiveram conhecimento da pesquisa através de anuncio em
radio local. Apds o recrutamento e a selegdo dos pacientes, foi aplicado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, aceito pelo Comité de Etica da UNICAMP, em
que foi elucidado detalhadamente para o paciente toda a pesquisa. Os desconfortos
pelos quais o paciente passou durante todo o tratamento foram, em sua maioria,
locais: possivel dor a coleta de sangue para exames e obtencdo do PRP,
sangramento e inchago no local das aplicagdes. Os pacientes foram assistidos por

profissionais da saude durante todas as coletas e aplicagdes.
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6. RESULTADOS
Os resultados seréo apresentados em dois capitulos de acordo com os
artigos preparados para submissdao para publicagdo em revistas internacionais

indexadas.

Capitulo | - Platelet number and growth factors levels in platelet-rich plasma (PRP)

and its correlation with hair growth parameters in androgenetic alopecia

Capitulo Il — Comparison between lyophilized platelet-rich plasma (PRP) and
placebo in the treatment of androgenetic alopecia and correlation with platelet

number and growth factors levels. A pilot study.
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6.1 Capitulo | - Platelet number and growth factors levels in platelet-rich plasma

(PRP) and its correlation with hair growth parameters in androgenetic alopecia

Autores: Bruno Lima Rodrigues, Silmara Aparecida de Lima Montalvao, Rebeca Brito
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ABSTRACT

Background: Androgenetic alopecia (AGA) is characterized by a pattern hair loss and
currently, new treatments are emerging, including promising results with platelet-rich
plasma (PRP). This could be related to platelet number and growth factors levels in
PRP.

Objective: Analyze the platelet number and growth factors levels in the PRP and the
correlation with hair growth parameters in patients diagnosed with AGA using
TrichoScan as an objective method for evaluation.

Methods: Fifteen patients received four subcutaneous injections of PRP every fifteen
days. The parameters evaluated were hair growth and increase of the percentage of
anagen hairs at three different moments: before the treatment (t0), after the last
injection (1) and 150 days after the first injection (t2). Growth factors were measured
in the PRP by Luminex method.

Results: We demonstrated a significant increase in hair count (P = 0.0018) and in
percentage of anagen hairs (P = 0.0070) in 86.6% and 53.3% of the patients,
respectively; but with no correlation with platelet counts or quantification of the growth
factors in PRP.

Conclusion: Our data favors the use of PRP as therapeutic alternative in the
treatment of AGA. The lack of association between platelet count, PDGF-AA, EGF
and VEGF levels and clinical improvement pointed out other mechanisms or other
growth factors that could be involved in this response.

Keywords: alopecia, hair loss, platelet rich plasma, PRP
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INTRODUCTION

Androgenetic alopecia (AGA) is characterized by a pattern hair loss and is
considered the most common type of alopecia in both men and women ['. The
prevalence of AGA is approximately 30% in men 30 years old and 50% in men over
50 years of age [@. The pathophysiology is due to the hair follicle miniaturization
process that occurs until follicles become ineffective in producing hair Bl The
development and progression of AGA result from the action of androgen hormones
on the scalp: testosterone is converted into dihydrotestosterone (DHT) by the 5-a-
reductase type Il enzyme that is highly expressed in the AGA affected areas [“l.

Currently, new treatments have emerged for AGA, and the use of PRP for
hair loss has been studied by several authors. The platelets contain growth factors
involving in many phases of the hair growth. During the embryonic phase, the
platelet-derived growth factor (PDGF), the transforming growth factor-g (TGF-) and
the vascular endothelial growth factor (VEGF) bind epithelial cells to the
mesenchymal cells. The dermal papilla formation is influenced by the presence of
TGF-B and VEGF as well B, During the adult phase, these same growth factors still
act upon the follicle growth and maintenance: PDGF stimulates stem cells mitosis,
VEGF helps promoting microcirculation, and TGF-8 activates the dermal papilla and
inhibits apoptosis during the cell cycle 671,

The majority of studies found beneficial effects of PRP on AGA [&14]
However, there are some controversies between results, mainly due to different
endpoints selected to evaluate the benefits of treatment. In general, more rigorous
study designs, including larger samples, quantitative measurements of effect, and
longer periods of follow-up are needed to solidify the utility of PRP for treating

patients with AGA. In this context, an example of this heterogeneous scenario can be
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expressed by recent publications. In oneway a recent study showed significant
differences in mean anagen, telogen, terminal hairs and hair density, when
comparing 3 PRP applications and placebo in twenty-two AGA patients, assessed by
TrichoScan, while another one did not show PRP as an effective product in
increasing the number of terminal hair, but the evaluation method was not
TrichoScan 15181,

By the described in the pathophysiology of AGA, the aim of our study was
to investigate platelet number and PDGF, VEGF, and epidermal growth factor (EGF)
levels in PRP and its correlation with growth hair parameters determined by the

objective TrichoScan method.

MATERIALS AND METHODS
Patients

The diagnosis of AGA was based on the personal history of progressive
hair loss for more than two years and on trichoscopyc findings, such as the inversion
of anagen and telogen hairs and the decrease of hair density. As a pilot study a
minimum of 15 patients were included.

Inclusion criteria comprised diagnosis of AGA, age between 18 and 50
years, and presentation of an AGA-lll-vertex profile according to the Norwood-
Hamilton scale ['7l. Exclusion criteria comprised female gender, previous hair
transplantation, any disease related to hair loss such as thyroid disease and/or iron
deficiency, present or past neoplasia, kidney, liver, infectious, hematologic or
rheumatoid diseases. Patients who were using antiplatelet and/or anti-inflammatory

drugs were also excluded.
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All patients provided written informed consent approved by the ethic
committee from the Faculty of Medical Sciences of the University of Campinas

(UNICAMP).

Treatment Protocol

The protocol comprised 20 subcutaneous injections of 100 L in the scalp
totaling 2 mL of PRP. In total, four applications were carried out every fifteen days.
For the injections, the treated area was anesthetized with a 10% lidocaine ointment

15 minutes before PRP application.

Obtaining PRP

For each patient, peripheral blood were collected in six 8.5 mL ACD tubes,
one 4 mL EDTA tube and one tube without anticoagulant (BD Vacutaner). L-PRP
(PRP with leukocytes) preparation was performed according to the Amable
methodology ['8: all ACD tubes were double centrifuged: the first spin at 300 g for 5
minutes, and the second spin at 700 g for 17 minutes, both at 4 °C. The buffy-coat
rich with leukocytes were collected from all the ACD tubes. At the end of the second
spin, the top layer plasma (80% of the total volume) was characterized as platelet
poor plasma (PPP) and the lower layer (20% of the total volume) as PRP. The
platelets were counted in the baseline and in the PRP samples by the Siemens
Advia120 and Advia2120i hematology analyzers. Autologous serum was prepared
from the tube without anticoagulant: after centrifugation at 1258 g for 15 minutes, 1
mL was separated and then added to the PRP syringe right before the application.

The entire procedure was carried out in a laminar flow cabinet and all materials were
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sterile. PRP samples were normalized for a concentration of 1.200 x 108 platelets/pl,

and activated with autologous serum.

Growth Factor Concentration

The growth factors PDGF-AA, EGF and VEGF were determined by the
Luminex technique (Millipore, USA), a multiplex methodology capable of detecting
these growth factors simultaneously, thus providing better technical reproducibility
and more accurate results. The method consists of magnetic beads coated with
monoclonal antibodies specific to the human protein to be determined. The Luminex
technique has a higher evaluation spectrum than the ELISA method, and is more
sensitive to lower limits of protein detection even in plasma samples. Activated
samples were incubated in a water bath at 37 °C for one hour. The samples were
then treated with 3 cycles of nitrogen to dissolve the clot and the protocol for Luminex
was initiated.

In order to evaluate the intra-individual pattern of variability, the growth

factor levels of the first and the second PRP preparations were analyzed.

TrichoScan

The analysis of the effects of PRP on hair growth parameters was carried
out by the TrichoScan method "9, which is an objective method to diagnose AGA
and conduct the follow-up of the treatment. TrichoScan is a non-invasive method,
which consists of standard epiluminescence microscopy, enabling an efficient
evaluation of hair density, hair diameter, hair growth, and velus and terminal hair.
After shaving 1.5 cm? of diameter in the hair loss area, a 1.016 cm? area was

magnified 40 times using dermatoscopy. The parameters were analyzed using a
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specific software (TrichoScanHD 2.0.4.204). This method was executed 3 times: t0
(before the injections), t1 (right after the last injection: 45 days), and t2 (150 days
after the beginning of the treatment to evaluate the maintenance of response). The
parameters analyzed were hair growth and the increase of the percentage of anagen

hairs in the determined times.

STATISTICS

The statistical analyses were done by the Wilcoxon and Spearman tests.
To assess the statistic normality, the Shapiro test was conducted and, once this
normality was established, the t-test between the times t0 x t1, t1 x t2 e t0 x t2 were

performed, and a significative P was considered if inferior to 0.0083.

RESULTS

During the period of August to December of 2014, 20 male patients were
selected for this study. Only 15 patients were included according to exclusion criteria:
one of them presented liver disease, three were under another treatment for hair

loss, and one did not present AGA-Ill-vertex profile.

PRP Characterization

PRP was characterized according to platelet counts and growth factor
concentrations. The median of platelets number was increased 4 folds in each of the
four PRP preparations with a minimum of 728.9 and a maximum of 1.901,90 (figure
1).The median values of platelet was 1.082 x 106 cell/uL (range 608 — 2.023). The
platelet count in peripheral blood sample and in PRP preparation showed a

significant correlation (r = 0.839, p < 0.0001). The variability in platelet count for each
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individual during the four applications was 19.7% with a minimum of 0.50% and a
maximum of 56.3% (range 0.50% - 56.3%). Table 1 presents the platelet counts

during the four applications.

PRP folds from basal platelet
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Figure 1: Platelet number folds obtained in PRP from basal platelet number in the four preparations

for clinical use

The growth factor concentrations of two different PRP preparations are
shown in Table 1. There was a similar intra-individual variation between these two
samples in all growth factor levels, with a mean coefficient of variability of 18.4% for
VEGF, 20.9% for PDGF, and 21.6% for EGF.

Table 1: Platelet counts in the four applications of PRP and quantifications of growth factor in

two samples of PRP.

PRP Platelets/mm? GROWTH FACTORS (mean)
From 4 applications From first and second applications
MEAN SD VC (%) EGF VEGF PDGF (pg/mL)

(pg/mL) | (pg/mL)

Patient1 | 1.145,3 | 122.3 10.7 877.4 466.0 96.525,9




Patient 2 886.3 25.5 2.9 325.2 209.2 64.473.3
Patient3 | 1.901,9 | 41.7 2.2 1.088,6 396.2 181.080,4
Patient 4 873.8 140 16.0 733.6 382.2 129.616,1
Patient5 | 1.313,4 | 291.3 22.2 1.111,8 1.671,5 181.746,8
Patient6 | 1.189,3 | 487.2 41.0 880.3 797.6 157.660,9
Patient 7 958.5 26.2 2.7 666.9 2.527,3 132.646,9
Patient8 | 1.168,9 | 655.5 56.1 760.6 546.7 188.957,6
Patient 9 739.6 67.2 9.1 614.1 1.370,3 87.453,0
Patient 10 | 1.170,1 | 427.8 36.6 1.029,2 913.7 172.355,6
Patient 11 | 1.004,0 | 31.8 3.2 905.9 153.2 220.079,9
Patient 12 | 728.9 | 166.2 22.8 554.4 947.4 116.363,9
Patient 13 | 1.205,0 | 639.2 53.0 1.119,1 1.925,9 199.389,1
Patient 14 | 1.553,0 7.1 0.5 1.436,3 612.8 167.881,3
Patient 15 | 1.499,5 | 260.9 17.4 1.301,2 513.5 203.851,2
MEAN 1.115,8 | 226.0 19.7 893.6 895.6 153.338,8
SD 319.7 | 226.2 18.7 203.8 113.6 46.588,9
VC (%) 27.7 100.1 - 21.6 18.4 20.9
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EGF and PDGF concentrations showed a significant correlation with

platelet number in PRP (r = 0.8287 and P < 0.0001, and r = 0.6925 and P=0.0014,

respectively) (Figure 2).
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Clinical Evaluation with PRP use

the PRP mean and the mean of the growth factor

The parameters carried out by the TrichoScan method showed a

significant increase in hair count in 86.6% of the patients (13 patients) when

comparing times t0 and t2, with a mean increase of 51.8 + 29.3 (P = 0.0018).

The anagen hair percentage was significantly increased (P = 0.0070)

between t0 and t1 in eight patients (53.3%), with 8.7% of increase (Figure 3).

There was no correlation between platelet counts or growth factor levels in

PRP and the parameters evaluated by TrichoScan.
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Figure 3: Graphs of the clinical evaluation
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DISCUSSION

Our results objectively showed that PRP promoted increase of hair count
and the percentage of anagen hairs in patients with AGA. Determination of platelet
number and growth factor levels in PRP samples and the use of TrichoScan for
outcomes were strength points of our study. TrichoScan is an objective non-invasive
method that enables trustworthy results. The studies that analyzed PRP effect based
only on before-after global photographs present some limitations, mostly regarding
the overvaluation of results [29-22],

Our results are quite promising, as up to 3 months after PRP injections the
increase of hair count was maintained, with no other treatment along for hair loss.
Another interesting point is that PRP did not require daily medication, which is a
common cause of no adherence to treatment.

In the literature, a minimum number of platelets is described to be
necessary for a good therapeutic response to PRP [23-25]_ |n this setting, we elected a
minimum number of 1 million platelets in PRP, and as observed in Table 1, we were
not able to reach this objective in some patients (2, 9 and 12). However, it is
important to point out that in every preparation there was an increase of 5 folds the
baseline platelet counts.

Although the relationship of hair growth with growth factors are suggesting
therapeutic response to PRP, no previous study correlated growth factor
concentrations with the response obtained 16l We evaluated PDGF-AA, EGF and
VEGF levels in PRP, but we could not demonstrate any correlation with hair
parameters. We observed an intra- and inter-individual variation in platelet number

and growth factor levels in PRP but with no association to clinical outcome.
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One possibility is that, since PRP effects depend on an orchestration
between many mechanisms involved in the increase of hair count and growth, other
factors, including local receptors may present a role in this response. Another
hypothesis regarding the lack of correlation between PDGF-AA, EGF and VEGF
levels and the clinical findings is the receptors saturation that once having exceeded
the concentration threshold, leave growth factors with no additive effect.

Interestingly, cancer treatment that used tyrosine kinase inhibitors and
cyclophosphamide promote the blocking of the EGF receptor function and cause
premature and aberrant involution of the hair follicle, prompting an association
between EGF receptor and hair growth 26, Due to the lack of correlation of EGF
concentration and clinical improvement, it corroborates the hypothesis that local
receptors may have a relevant role in the response to the treatment.

New insights regarding PRP mechanism has been discussed 7. It has
been showed that, as the growth factors bind to their corresponding receptor in cell
membrane, it induce a signaling cascade which activates antiapoptotic regulators,
such as protein kinase B (Akt) and Bcl-2 2831l Li et al 1?8 also supported that
activated PRP may restore DP cells survival as they reported an in vitro increase of
Bcl-2 and activated Akt in response to PRP.

Although our results give new understandings regarding growth factors
involved in treatment of AGA with PRP, we did not measured all growth factors or
signaling pathways that could contribute to this response, and this must be
considered.

Regarding growth factor, Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) has been
considered important in several biological systems 132, It has been suggested that

IGF-1 participates in cellular migration and proliferation in hair follicles development
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as the binding of IGF-1 to its receptor (IGF-1R) activates the receptor tyrosine kinase
(RTK) which stimulates cell division [23-3%, Therefore, the inhibition of IGF-1 may ease
the progression of hair loss and it has been suggested by an experimental model
study by Zhao et al (2011) [38] as they showed that the decrease of IGF-1 levels by
DHT action on dermal papilla promoted hair loss in mice.

In conclusion, the lack of association between platelet count, PDGF-AA,
EGF and VEGF levels and clinical improvement pointed out other mechanisms or
other growth factors that could be involved in this response.

One of the advantages of PRP treatment would be the lack of using
continuous medication, and the applications might be annual or bi-annual. Although
our data suggest a promising effect of PRP as therapeutic alternative in the treatment
of AGA, only randomized placebo-controlled trial of non-inferiority compared to
conventional treatments double blinded studies can established this therapeutic

indication.
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Introduction
Androgenetic alopecia (AGA) is the most common type of alopecia in both

men and women. It is characterized by pattern hair loss, and it occours due to a
progressive miniaturization of the hair follicle in genetically predisposed areas in
scalp (Kaliyadan et al, 2013, De Riveiro et al, 2012). The prevalence of AGA in men
is approximately 50% in those above 20 years old (Sinclair et al, 2010). Since the
goal of the currently avaiable treatments aims only to prevent the worsening of hair
thinning by reversing the process of miniaturization, they present limited
effectiveness in hair growth and restoration (Varma et al, 2016). Therefore, the
search of a new therapy is of utmost relevance.

Platelet rich plasma (PRP) is an autologous product resulting in a
concentrate of platelet in a small portion of plasma (Li et al, 2012). Through the
degranulation of a-granules, the platelets secrete growth factors, such as platelet-
derived growth factor (PDGF), transforming growth factor- (TGF-B), and epidermal
growth factor (EGF), among others (Miao et al, 2013). Given its property, PRP has
been investigated in several medicine fields, and it gained attention in dermatology
due to its benefical action on promoting hair regrowth in patients who present AGA
(Greco et al, 2009, Takikawa et al, 2011, Park et al, 2012, Miao et al, 2013, Cervelli
et al, 2013). Although a minimum number of platelets and growth factor concentration
is described to be necessary for response to PRP (Landesberg et al, 2000, Marx,
2001, Weibrich et al, 2002), no previous study correlated these parameters with the
response obtained.

The use of autologous PRP eliminates the potential for transmission and
immunogenicity of disease. However, the preparation requires time to process the

blood, and its cells have a short half-life and should be applied a few hours after the
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end of the process (McCarrel et al, 2009). Given this, the process of lyophilization of
PRP seems to be a very interesting possibility in clinical practice. Studies with its use
in bone grafts have shown promising results (Pietramaggiori et al, 2006, Markou et
al, 2009), due to the potential to concentrate platelets and growth factors, even when

stored for several weeks after preparation (Pan, 2016 ).

Materials and Methods
Patients

To diagnose AGA, the patients recruited performed trichoscopyc exam in
order to evaluated hair count, hair density and the percentage of anagen and telogen
hairs. They also reported personal history of progressive hair loss for more than two
years. All patients provided written informed consent approved by the ethic
committee from the Faculty of Medical Sciences of the State University of Campinas
(UNICAMP).

The inclusion criteria included the age between 18 and 50 years and the
presentation of an AGA-Illl-vertex profile according to the Norwood-Hamilton scale
(Norwood, 1975). Exclusion criteria comprised female gender, previous hair
transplantation, present kidney, liver, infectious, hematologic or rheumatologic
diseases, and present or past neoplasia. Patients who were using antiplatelet and/or
anti-inflammatory drugs were also excluded.

The patients were randomized in two different groups: treatment group
(PRP injections) and control group (saline injections). Neither the patients nor the

evaluator were aware of what was injected.

TrichoScan
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TrichoScan is an objective method to diagnose AGA and conduct the
follow-up of the treatment (Hoffmann, 2003). It consists on a non-invasive method of
standard epiluminescence microscopy, enabling an efficient evaluation of hair
density, hair diameter, hair growth, and velus and terminal hair. After shaving 1.5 cm?2
of diameter in the hair loss area, and a 1.016 cm? area was magnified 40 times using
dermatoscopy. The parameters were analyzed using a specific software
(TrichoScanHD 2.0.4.204). This method was executed 2 times: t0 (before the
injections) and t1 (right after the last injection: 45 days). The parameters analyzed
were hair growth and the increase of the percentage of anagen hairs. In order to
make sure that the very same area were evaluated in these two times, a small black
dot was painted in the middle of the shaved area, and the patients were asked to

redo the painting every two days.

Treatment Protocol

The treated area was anesthetized with a 10% lidocaine ointment 15
minutes before application. Then, 2 mL of PRP or saline were applied in the scalp
through 20 subcutaneous injections of 100 pL. In total, three applications were

carried out monthly.

Obtaining Lyophilized PRP

The lyophilized PRP was obtained through a self-transfusion procedure of
the whole blood collected in a triple bag of each patient (approximately 450 mL). The
bag was centrifuged at 2500 rpm for 5 minutes and 30 seconds in the Sorval RC3BP
+ centrifuge, heated to 22 °C. Using a semi-automatic fractionator (Giotto ®), the

supernatant (PRP) was transferred to a satellite bag, leaving the red cell concentrate
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in the original bag. The satellite bag was then centrifuged at 3500 rpm for 12
minutes, heated to 22 °C and configured with a slow stop level 5. In the
semiautomatic fractionator, the supernatant, representing PPP, was removed,
leaving only the platelet concentrate, called PRP. The bags were maintained at room
temperature for at least one hour to favor the solubilization of possible platelet
aggregates that might had formed and that could impair the quantification and
homogeneity of the sample.

In a laminar flow, 3500 uL of the PRP was removed and placed in a sterile
vial suitable for freeze-drying. A buffer of stabilizing function, composed of Tris (1.25
M, pH 7.2), glycine (1.5 M) and sucrose (1.5 M) was added in this vial. The samples,
already homogenized with the buffer, were frozen at - 80 °C for 1 hour before being
transfered to the lyophilizer (Christ Alpha 2-4 LO Plus 121550 PMMA, UNICAMP).

The freeze-drying process was based on two steps: main drying and final
drying. In the main drying, the pressure was 0.021 atm and the temperature was
maintained at - 55°C. In this stage, energy in heat form is extracted from the material,
and, subsequently, the gradual increase in temperature provides the energy required
for direct sublimation, without the formation of a liquid intermediate phase. In the
second stage, the pressure was 0.002 atm and the temperature was -65 °C. The
objective of this step was to leave the minimum of residual moisture and to remove
the solvent in solid state through the lower pressure, but raising its temperature. After
24 hours of lyophilization, the vacuum was withdrawn, and the samples were stored
at -20. Prior to application, the sample was reconstituted with 4 mL of water for
injection. The entire procedure and all materials used were sterile.

Although the control group did not receive this product, the patients in this

group had the blood harvested and the PRP was prepared and lyophilized.
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Growth Factor Concentration

The growth factors were determined by the Luminex technique (Millipore,
USA). The method consists of magnetic beads coated with monoclonal antibodies
specific to the human protein to be determined. The Luminex technique is a multiplex
methodology capable of detecting these growth factors simultaneously, thus
providing better technical reproducibility and more accurate results. In this study, the

growth factors determined were PDGF-AA, EGF and VEGF.

Statistics

To assess the statistic normality, the Shapiro test was conducted and,
once this normality was established, the Wilcoxon and Spearman tests between the
times t0 x t1 and the groups were performed, and a significative P was considered if

inferior to 0.005.

Results
Patients

This was a pilot, randomized, placebo-controlled and patient-avaliator
blinded study. During the period of July to December of 2016, thirty individuals were
recruited for the study. According to the inclusion and exclusion criteria, only twenty-
two patients were included, as five of them did not present AGA-Ill-vertex profile and
three were under another treatment for hair loss.

They were randomized into two groups: a) control group (11 patients), and
b) treatment group (11 patients) .In both groups, all patients performed the process of

blood harvesting, but only the patients in treatment group received PRP.
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PRP Charactization

PRP was characterized according to platelet count and growth factor
concentrations.

The median of platelet number in PRP prepared for both groups was
1.195 x103/uL, with a minimum of 628 x103/uL and a maximum of 1.359 x103%/uL. This

represents a significantly increased in 4.7 times the baseline count (p<0.0001) (figure

1),
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Figure 1 Platelets fold in lyophilized PRP injected or only prepared and not injected

(control PRP).

As the lyophilization process allows only one blood harvest, the growth
factors in PRP were determined only one time, as shown in figure 2. The median of
EGF concentration was 391.23 pg/mL, with a minimum of 43.86 pg/mL and a
maximum of 598.95 pg/mL. The median of VEGF concentration was 432.47 pg/mL,

with a minimum of 219.54 pg/mL and a maximum of 601.02 pg/mL. The median of
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PDGF concentration was 6.971,2 pg/mL, with a minimum of 4.539,55 pg/mL and a
maximum of 22.317,63 pg/mL. The mean coefficient of inter-individual variability of

these growth factors was 47%, 30% and 68%, respectively.
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Figure 2: Growth factors concentration in lyophilized PRP injected or only prepared

and not injected (control PRP).

Clinical Evaluation

The parameters of hair growth carried out by TrichoScan were analyzed in
both groups and then the pre- and post-treatment results were compared. All the
results are shown on figure 3.

Regarding hair count, the control group showed a median of 211.5 hairs
(minimum of 78 hairs and maximum of 334 hairs) before saline injection, and 219
hairs (minimum of 125 hairs and maximum of 285 hairs) after saline injection,
whereas the PRP group showed a median of 166 hairs (minimum of 72.5 hairs and
maximum of 263 hairs) before the PRP treatment, and 175 hairs (minimum of 93
hairs and maximum of 253 hairs) after the treatment. Neither control nor PRP group
showed significant response to treatment (p = 0.638 and p =0.206, respectively). A

similar result was seen between the groups (p = 0.533).
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Before the saline injections, the control group showed a median of hair
density of 208 hair/cm? (minimum of 76.8 hair/lcm? and maximum of 328 hair/cm?),
whereas the PRP group showed a median of 168 hair/cm? (minimum of 74.6 hair/cm?
and maximum of 259 hair/cm?). After the saline injections, the median of hair density
increased to 211 hair/cm? (minimum of 123 hair/cm? and maximum of 287 hair/cm?)
in the control group, and 177 hair/cm? (minimum of 94.5 hair/cm? and maximum of
255 hair/cm?) in the PRP group. Neither control nor PRP group showed significant
differences (p = 0.765 and p =0.143, respectively). A similar result was seen between
the both groups (p = 0.478).

Regarding anagen percentage, the control group showed a median of
43.3% (minimum of 26.8% and maximum of 56.4%) before the saline injections, and
48% (minimum of 34.5% and maximum of 57.4%) after the saline injections. The
PRP group showed a median of 48.5% (minimum of 24.7% and maximum of 61.3%)
before PRP treatment, and 51.4% (minimum of 26% and maximum of 69%) after the
treatment. This increase seen in both group was not significant (p = 0.147 and p =
0.398, respectively). No difference was observed when comparing both groups (p =

0.718).
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Figure 3 — Clinical evaluation 45 days after the first application of lyophilized PRP.

The parameters evaluated by TrichoScan showed no significant

correlation with the platelet count and/or growth factors concentrations in PRP.

DISCUSSION
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In this randomized, patient-evaluator blinded, placebo-controlled study, the
results showed that although the practical advantages of lyophilized PRP, an
improvement in the parameters analyzed was not observed.

The process of platelets lyophilization was described for more than 60
years (Bode et al, 2006), and the possibility to deliver growth factors using platelets
could make this freeze-drying method a suitable and interesting approach for
treatment of AGA. This was not previously described.

Recently our research group produced a lyophilized PRP with
characteristics very similar to fresh PRP, and this allowed us to investigate its use in
patients with AGA (Silva et al, 2016).

However, the analysis of platelet count and concentration of growth factors
in this study revealed lower values than that obtained previously (Silva et al, 2016).
This emphasizes that many variables may interfere with this process, which can
compromise the final PRP product and consequently the clinical treatment. It also
shows that the standardization of this product becomes valuable before any clinical
study.

Otherwise, we previously investigated the correlation between platelet
count and some growth factor concentrations in fresh PRP and TrichoScan
parameters in 15 individuals with AGA. Although clinical improvement after treatment,
we were not able to demonstrate any correlation. As growth factor levels in fresh
PRP were much higher than in the lyophilized PRP of the present study, one
hypothesis is that a minimum concentration of those factors is mandatory for
therapeutic effect. In addition, the follow-up period in this study was lower than the
study with fresh PRP (45 days and three months, respectively), which does not ruled

out a positive result in a long time.
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Giusti et al. (2009) suggested a platelet concentration of 1,500,000
platelets/uL in order to induce angiogenesis in endothelial cells. In this study we
obtained a mean of 1.195 x10/uL of platelet in PRP. As we did not reach for the
optimal value, this preparation did not seen to be effective on stimulating follicular
angiogenesis, as VEGF is one of the major needed factor in hair growth (Mecklenbur
et al, 2000). A biopsy of the scalp could be very interesting to confirm this hypothesis.

One of the controversy when using PRP is the effect that needling may
exert, inducing release of growth factor (PDGF and EGF), and activation of stem cells
in the hair bulge area under wound healing conditions (Jeon et al, 2012, Kim et al,
2012). Dhurat et al (2013) reported microneedling technique as a promising tool for
the treatment of AGA in both men and women. Since PRP is applied through
injections, it was important to demonstrate that there was no difference in the
evolution of alopecia in a group treated only with saline injection on scalp by
needling. Given this, our results suggested that the needling do not have an effect on
hair parameters in patients with AGA.

Even though the patients in this study were clinically classified as AAG-III
vertex, according the Norwood-Hamilton scale, TrichoScan data showed that the
control group had a milder profile of the disease. Even so, there was no clinically
significant improvement with needling.

As the follicle miniaturization is a slow process, AGA presents a variety of
phenotypes (Norwood, 1975). Indeed, the response to treatment could be absent in
those presenting a more advanced stage of AGA. Mapar et al (2016) emphasizes this
suggestion as they reported as a limitation in their study the selection of patients who
presented an advanced stage of AGA. So, this is a strength point of our study, as this

is a homogeneous population, as we only included patients with AGA-Ill vertex



75

classification. However, we could not demonstrate a response to lyophilized PRP
treatment.

Although the lyophilization process may compromise the cells present in
the PRP, in this case the platelets, the therapeutic effect is related to the growth
factors. It is well established that lyophilization does not compromise protein function,
and even in previous studies performed in our laboratory, we demonstrated a normal
function of lyophilized growth factors in cellular experiments using endothelial cells
(Silva et al, 2016).

Although our results do not demonstrate a favorable effect of lyophilized
PRP on stage lll-vertex AGA, a new study using a product with minimal concentration
of growth factors would allow a more accurate definition. We also emphasize the
importance in clinical studies, to analyse the products before its use, to define its real

therapeutic effect.
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7.DISCUSSAO GERAL

A AAG é considerada uma condicdo com grandes complicacbes na
autoestima dos pacientes, muitas vezes levando a altos niveis de ansiedade e
depressao (Tabolli et al, 2013, Sampogna et al, 2013).

Os tratamentos atuais disponiveis incluem o uso topico de minoxidil e a
administragdo oral de finasterida (1 mg/dia), um inibidor da enzima tipo Il da 5-a-
redutase (Olsen et al, 2005). O minoxidil € um medicamento vasodilatador e, como
um efeito colateral, retarda a perda de cabelo em um curto periodo de seu uso.
Porém, como néo inibe o processo bioldgico do foliculo capilar, em pouco tempo o
processo de perda de cabelo é reinstalado (Mulinari-Brenner et al, 2009, Sinclair,
1998). Como seu uso chega a duas vezes ao dia, os efeitos colaterais, que sdo em
sua maioria locais, se tornam mais incOmodos (Schiavone et al, 2014). A eficacia da
finasterida € bastante elevada, e é normalmente observada ap6s 4 meses de
tratamento. Este medicamento ndo pode ser tomado por mulheres, principalmente
por mulheres gravidas, devido ao risco de aborto e malformacéo fetal (Sinclair,
1998). Embora estes tratamentos previnam a perda de cabelo e aumentam o
periodo da fase anagénica, ndo sao tao eficientes na regeneracéao folicular em areas
ja afetadas. Além disso, embora ndo tado frequente, os efeitos colaterais sdo muito
desagradaveis (Sinclair, 1998, Weide, 2009). A finasterida estd associada a
disfuncao erétil e a libido prejudicada. Como o numero de usuarios é grande,
incluindo a populacao jovem, esse alerta ndo pode ser negligenciavel (Sinclair, 1998,
Miteva et al, 2012). Estes tratamentos mostraram resultados satisfatérios, mas

limitados ao uso continuo relacionado a possibilidade de efeitos colaterais.



80

O uso do PRP permitiu novas perspectivas no tratamento da AAG
(Takikawa et al, 2011, Cervelli et al, 2014, Li et al, 2012, Alves et al, 2016, Schiavone
et al, 2014). Sua eficacia pode estar relacionada a presenca dos fatores de
crescimento que sao liberados pelas plaquetas concentradas (McElwee et al, 2000,
Perez-Meza et al, 2004). A acao dos fatores de crescimento no ciclo germinativo
capilar ja foi bastante estudada tanto na fase embriogénica como na fase adulta
(Sten et al, 1996, McElwee et al, 2000, Perez-Meza et al, 2004). No entanto, a
correlacdo entre a concentracdo dos fatores de crescimento e a resposta ao
tratamento com PRP na AAG n&o foi estudado até o momento.

Nossos resultados mostraram que o PRP fresco promoveu o aumento do
namero de fios e da porcentagem de fios anagénicos em pacientes que
apresentavam perfil lll-vértice de AAG. Os efeitos observados foram mantidos por
até 3 meses apods as inje¢cdes, sem nenhum tratamento adjuvante para a perda de
cabelo. Por outro lado, o PRP liofilizado ndo mostrou qualquer efeito benéfico nos
pacientes incluidos e classificados como lll-vértice AAG.

Uma possivel hipétese € que no PRP fresco, os niveis de fatores de
crescimento estdo mais elevados que no PRP liofilizado. Na literatura, € sugerida
uma concentracao minima dos fatores para se obter um resultado favoravel (Marx,
2001, Landesberg et al, 2000, Weibrich et al, 2002).

Um outro resultado intrigante foi a ndo correlagdo entre a resposta ao
tratamento avaliado por parametros do TrichoScan e a concentracdo do PDGF-AA,
EGF e VEGF, e a contagem de plaquetas. Isto sugere que outros componentes
plaquetarios e/ou algum estimulo enddégeno possam estar envolvidos no mecanismo
de crescimento capilar, uma vez que, como limitacao deste estudo, ndo foram

dosados todos os fatores de crescimento presentes no PRP. Além disso, os
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receptores dos fatores de crescimento do couro cabeludo também podem ter um
papel relevante nessa resposta.

Para indugcdo de angiogénese em células endoteliais, a média de
concentracao plaquetaria sugerida é de 1.500.000 plaquetas/uL (Giusti et al, 2009).
Como néo alcangamos este valor em nenhuma das preparagbes de PRP (1,115
x10/uL no PRP fresco, e 1,195 x10/uL no PRP liofilizado), o processo de
angiogénese folicular pode n&o ter sido adequadamente induzido, evitando a
obtencdo de um resultado mais favoravel. Porém, é necessario um estudo com
bidpsias do couro cabeludo para a confirmacao desta hipdtese.

A grande maioria dos estudos sobre PRP na AAG utilizam como método
de avaliacdo fotos globais do couro cabeludo (Schiavone, Alves, Mapar, Navarro,
Singhal). Este método pode gerar resultados controversos, uma vez que a
iluminacao, tipo de camera, e posicdo do paciente e fotdégrafo podem influenciar,
gerando um resultado falso positivo. Um dos pontos fortes deste estudo foi
justamente a utilizacdo do TrichoScan para avaliagdo dos resultados, um método

objetivo, ndo invasivo, e que permite resultados confiaveis (Hoffman, 2003).
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8. CONCLUSAO

O PRP fresco promoveu crescimento de novos fios e aumentou a
porcentagem de fios anagénicos pré e pds aplicacdo; enquanto o PRP

liofilizado ndo promoveu melhora clinica da AAG

Nao se observou correlacdo entre o nimero de plaquetas e a concentragao
de alguns fatores de crescimento do PRP fresco com a melhora nos
parametros do TrichoScan. Isto sugere que o efeito terapéutico depende da
acao de outros fatores presentes no PRP, ou é mediada pela resposta dos
receptores presentes no couro cabeludo

Apesar de demonstrado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (Silva et
al, 2016), o processo de liofilizagdo neste estudo n&o permitiu uma
concentracao de fatores de crescimento igual ou superior ao do PRP fresco, o
que pode ter comprometido o resultado clinico
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