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RESUMO

Introducé&o: A distingdo entre alopecia cicatricial e ndo cicatricial pode nao ser um
procedimento simples tanto na visao clinica quanto na histopatoldgica.

Objetivos: Procuramos estudar a variabilidade interobservador na avaliagcéo
histopatolégica da alopecia cicatricial versus alopecia ndo cicatricial, incluindo
consideracdes  clinico-patolégicas. Métodos: Duas  dermatopatologistas
interpretaram independentemente 0 mesmo conjunto de 100 espécimes (89
pacientes). As amostras foram seccionadas seriadamente e coradas pelos métodos
de H&E e Verhoeff. A média de idade dos pacientes foi de 46 anos, sendo 13 do
sexo masculino e 76 do sexo feminino. Resultados: Em 16/100 amostras, ndo
houve consenso entre as duas examinadoras em relacéo alopecia cicatricial versus
alopecia nao cicatricial. (Kappa ponderado=0,6583 - IC 95%); 3/16 pacientes foram
biopsiados novamente e, na segunda amostra, o consenso foi alcancado. Em 76/89
pacientes, o exame anatomopatologico foi Gtil na definicAo do subtipo cicatricial
versus nao cicatricial. Das 84 amostras em que houve concordancia interobservador,
4 gque haviam sido consideradas cicatriciais no laudo patolégico de rotina foram
reclassificadas como n&o cicatriciais, enquanto uma bidpsia, previamente
diagnosticada como nao cicatricial, passou a ser considerada cicatricial devido ao
novo encontraram areas de inflamacdo liquenoide no epitélio infundibular.
Discusséao: O exame ideal do couro cabeludo pode exigir seccionamento de bidpsia
seriada profunda, coloracéo de tecido elastico, rebidpsia e estrita correlagéo clinico-
evolutiva.

Palavras-chave: Alopecia; histologia comparativa.



ABSTRACT
Introduction: Distinguishing scarring (SA) versus non-scarring (NSA) alopecia may

not be a simple procedure on either clinical and histopathological views. Aims: We
sought to study the interobserver variability in the histopathological assessment of SA
versus NSA, including clinical-pathological considerations. Methods: Two
dermatopathologists independently interpreted the same set of 100 specimens (89
patients). The samples were serial sectioned and stained by H&E and Verhoeff
methods. The patients’ mean age was 46 years, with 13 being males and 76 females.
Results: In 16/100 samples, there was no consensus among the two examiners
regarding SA vs NSA. (Weighted kappa=0.6583 - 95% CI); 3/16 patients were re-
biopsied, and in the second sample, consensus was reached. In 76/89 patients, the
anatomopathological examination was helpful in defining the SA vs NSA subtype. Of
the 84 samples in which there was interobserver agreement, 4 which had been
considered scarring in the routine pathological report were re-classified as non-
scarring, whereas one biopsy, previously diagnosed as non-scarring, was now
considered cicatricial due to the newly found areas of lichenoid inflammation in the
infundibular epithelium. Discussion: The ideal scalp examination may require deep
serial biopsy sectioning, elastic tissue stain, re-biopsy, and strict clinical-evolutive
correlation.

Keywords: Alopecia; comparative histology.
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l.Introducéo

1.1 Generalidades

Os humanos, diferentes de outros mamiferos, durante a sua evolugéo
perderam grande parte de seus pelos corporais. Os cabelos remanescentes em
maior volume se encontram em areas especificas como sobrancelhas, axilas,
areas genitais e couro cabeludo e exercem fungbes sensoriais de
termorregulacdo, de protecao fisica. Os pelos do couro cabeludo, ou cabelos,
tém especial destaque e se relacionam intimamente com autoestima (1-3),
relacionamentos sociais e autopercepcdo do envelhecimento. As alopecias
constituem as afec¢cdes em que ha diminuicdo ou auséncia de pelos. Alguns
estudos relatam aumento da incidéncia de doengas autoimunes como alopecia
areata (4) e, apos a pandemia por COVID-19 (5,6), a queda capilar se tornou
ainda mais recorrente. Diante destes e outros fatores, a procura por
especialistas em desordens capilares € cada vez maior, aumentando também
as bidpsias de casos de alopecia.

A avaliacdo do couro cabeludo, no entanto, ndo é algo simples e requer
investigacdo minuciosa do clinico ao patologista. A historia clinica é de suma
importancia, com dados familiares e pessoais como o tipo de alopecia que
acomete a familia, idade comum de acometimento, historia menstrual e
gestacional, presenca de doencas imunologicamente mediadas, periodos de
estresse, uso de medicacOes e até habitos dietéticos e habitos com o cabelo
(7,8) (como uso de quimicos, trancas e outros penteados que gerem tracdo

capilar).

1.2 Avaliacao clinica do couro cabeludo e cabelo

Além da histéria, o exame fisico fornece aspectos importantes que ajudam a
conduzir as hipéteses perante a causa da alopecia. O exame fisico do couro
cabeludo e cabelo deve ser feito de forma que se possa examinar toda a
superficie capilar (7,9,10). Ele visa identificar a presenca de atividade da
doenca, como areas de eritema e descamacéao (8); o padrdo de perda capilar
(perda difusa ou localizada); a densidade folicular (um couro cabeludo visivel
sugere perda de cerca de 50% das hastes pilosas); alteragdes sugestivas de

cicatrizacdo (auséncia de Ostio folicular, atrofia da regido interfolicular,
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hiperqueratose) e a qualidade da haste pilosa (calibre, fragilidade comprimento
e forma). Para avaliar o couro cabeludo e a perda capilar, alguns testes clinicos
sdo empregados. O teste de tracdo € uma técnica rapida e facil e permite
avaliar a quantidade de perda capilar apresentada pelo paciente. O paciente
deve ser orientado a ndo lavar o cabelo nas ultimas 24 horas. O clinico deve
escolher uma é&rea afetada, segurar cerca de vinte a trinta hastes desta regido
e fazer uma tracao gentil. Espera-se que em um couro cabeludo sadio ndo se
obtenha mais de 10% de hastes neste processo (cerca de duas a trés hastes).
A obtencdo de um ndmero maior de hastes pode indicar aumento da
porcentagem de hastes em fase telégena. A contagem dos pelos em queda
também pode ser avaliada. Solicita-se que o0 paciente colete todos os fios que
caem durante o banho e ao pentear o cabelo por uma semana. Uma contagem
normal corresponde a perda de 50 a 100 fios telogenos por dia. Atualmente,
tem se empregado o uso do dermatoscépio na avaliacdo do couro cabeludo
(tricoscopia), que permite avaliar a estrutura e tamanho da haste pilosa, sem
necessidade de remové-la do couro cabeludo (11). O uso da tricoscopia
também facilita a escolha da area a ser biopsiada, evitando abordagem

invasiva desnecessaria.

1.3 Bidpsia / Avaliacao histolégica

A biopsia do couro cabeludo é indicada em todos os casos de alopecia
cicatricial e nos casos de alopecia nao cicatricial sem diagndéstico (12). Na
alopecia cicatricial, o diagndéstico rapido e preciso € determinante para evitar a
evolucdo da doenca. A avaliacao ideal é feita com duas biépsias profundas por
punch de 4 a 6mm (13,14) orientado paralelamente a direcdo do crescimento
capilar. A biopsia deve ser profunda e se estender até o subcutaneo,
garantindo avaliacdo dos bulbos terminais. As amostras devem ser fixadas em
solucéo formalina tamponada a 10%. Apds a fixacdo, os espécimes devem ser
clivados: um deles em corte longitudinal, outro na transversal. Para avaliacdo
do corte transversal, sugere-se que o corte seja feito 1mm abaixo da superficie
epidérmica, onde teoricamente as glandulas sebaceas se abrem no foliculo,
sendo os dois fragmentos incluidos com a superficie de corte voltada para

baixo. Dessa forma, conforme o bloco de parafina é cortado, em um dos
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fragmentos se caminha para a superficie e no outro, para a hipoderme, na
profundidade.

Na clivagem transversal observa-se claramente a organizacdo folicular em
unidades foliculares. Unidades foliculares sdo a organizacdo anatdomica dos
foliculos e sdo compostas por dois a quatro foliculos terminais, dois foliculos
velos, glandulas sebaceas e musculo eretor do pelo. O corte transversal facilita
a avaliagdo da densidade folicular. A observacdo de um maior niumero de
foliculos faz com que seja maior a chance de encontrar foliculos em fase
catagena e telégena, em uma biépsia normal. Em casos patoldgicos a
proporcéo entre as fases € determinante. Em casos de alopecia inflamatéria, o
infiltrado peribulbar é evidenciado no corte horizontal.

A clivagem vertical € mais habitual para o patologista. Nela é possivel observar
melhor os processos da interface dermoepidérmica. Alteracbes nas hastes
foliculares sdo mais facilmente identificadas, assim como a localizacdo de
foliculos miniaturizados, que se encontram em regido mais alta na derme.
Apesar de alguns autores afirmarem a superioridade das amostras
transversais, ha comprovacdo de que a amostra vertical, quando bem
representada em cortes seriados, aumenta a acuracia diagnostica
significativamente (15). Conclui-se, portanto, que 0s métodos sé&o
complementares. Alguns autores defendem que seja feita também biopsia de
uma area sadia para questbes comparativas (16) na pratica diaria, no entanto,
€ muito dificil a abordagem e consentimento do paciente para tal. A avaliacédo
das bidpsias do couro cabeludo requer conhecimento anatdémico e histolégico

do foliculo piloso, o que muitas vezes é considerado dificil pelos patologistas.

1.4 Histologia e anatomia do foliculo piloso

Para compreensdo dos processos que levam a alopecia, é indispensavel o
conhecimento basico da anatomia e histologia do foliculo piloso normal, assim
como o reconhecimento de suas fases. Existem dois tipos distintos de foliculos:
os foliculos velos e os foliculos terminais. O foliculo velo € menos espesso e 0
didmetro de sua haste € igual ou menor que a espessura da bainha interna
folicular; tem até cerca de 3mm de comprimento e 30 micrémetros de diametro;
€ hipopigmentado, tem seu bulbo centrado na derme reticular e ndo possui
musculo eretor do pelo nele inserido. O foliculo terminal tem seu bulbo na

hipoderme, préoximo a galea no couro cabeludo (Figura 1) e a cerca de 4mm da
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superficie epidérmica (17); sua espessura tem cerca de 60 micrémetros (14),
sdo mais pigmentados e longos (podem passar de 1 metro nos individuos em

gue a fase anagena é longa).

Figura 1: Macroscopia de um corte vertical de couro cabeludo em que se
observam bulbos localizados na hipoderme (setas pretas), proximos a galea

(regido limitada em azul).

O foliculo piloso € uma estrutura complexa, composta tanto por elementos
epiteliais como mesenquimatosos. Em cortes transversais pode-se dividir
anatomicamente o foliculo, seja ele velo ou terminal, em dois extremos (Figura
2), cada um dos quais se divide em duas partes. A extremidade superior, que
corresponde ao segmento permanente do foliculo, € composta pelo infundibulo
e istmo. O infundibulo, cujo nome faz referéncia a “formato de funil’,
corresponde ao segmento que se estende desde o 6stio folicular na superficie
da epiderme, sua porcdo mais dilatada, até a abertura das glandulas sebaceas,
segmento mais estreito. O epitélio infundibular € como uma extensdo da
epiderme, apresentando morfologia semelhante. Apresenta camada basal,
camada espinhosa, granulosa e camada cérnea. Ele difere da epiderme devido

a sua espessura mais fina. Sua camada granulosa € menos proeminente. O
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istmo é um segmento curto que, por definicdo, significa “regido que une duas
partes”. Suas caracteristicas histologicas ja ndo sdo as mesmas da epiderme.
Os queratindcitos do istmo séo ricos em glicogénio o que, na coloragcdo por
hematoxilina e eosina, pode ser visto como um tom de rosa mais pélido; a
presenca do glicogénio pode ser confirmada pela coloracdo de PAS (Acido
periédico-Schiff). Além disso, os granulos de querato-hialina estdo ausentes ,
portanto ndo existe camada granulosa. Anatomicamente, o istmo corresponde
ao segmento que vai do final da insercdo das glandulas sebaceas até a

insercdo do musculo eretor do pelo, no bulge.

I f .l\'q '\ ‘
\\ \1I ,‘l /

Nage?) \J/

Figura 2: Desenho esquematico identificando regido permanente com: o
infundibulo (do éstio até a linha tracejada), o istmo (da linha tracejada até a

linha completa) e a porcao ciclica (abaixo da linha completa).

A extremidade inferior se estende do ponto de inser¢do do musculo eretor até o

bulbo (Figura 3). O bulbo corresponde ao segmento mais profundo do foliculo
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piloso. Encontra-se centrado na hipoderme e nele se percebe a maior parte das
alteracdes decorrentes do ciclo folicular. Ele é constituido pela papila,
composta por tecido conjuntivo que, em continuidade, envolve todo o foliculo,
e, em sua regido central, por capilares. A papila encontra-se envolta por células
matriciais, no chamado recesso bulbar. Acima da projecao bulbar, o foliculo é
composto por seis camadas distintas. Da regido interna para a externa,
observam-se: medula, cortex e cuticula que compdem o cabelo propriamente
dito, as camadas de Huxley e Henley, que compdem a bainha interna folicular.
Seguindo em direcdo ao exterior do foliculo, encontram-se ainda a bainha
externa folicular, membrana basal e bainha fibrosa. Histologicamente, a matriz
folicular contém, em sua parte mais profunda, um aglomerado de células com
citoplasma escasso e nucleos ovais, claros, de cromatina pontilhada e um
pequeno nucléolo acidéfilo, em contato com a papila, chamada de regido
matricial, seguida pela regido supramatricial, com células de nucleos mais
arredondados e citoplasma mais abundante. Acima da zona supramatricial
encontra-se a zona queratdgena, caracterizada por células orientadas
perpendicularmente a superficie da pele e paralelas entre si. As células da
Zzona queratogena se tornam cornificadas, perdem seus nucleos e déo origem a

haste pilosa na regido conhecida como limite de Adamson’s.
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Figura 3: A porcéo profunda do foliculo piloso terminal: a papila folicular (seta
preta), envolta pelo bulbo folicular; a haste pilosa (seta amarela), com todos os
seus componentes (medula, cortex e cuticula), (setas verde, vermelha e azul,
respectivamente), em direcdo a periferia, a bainha interna (seta cinza), bainha
externa (seta laranja), membrana basal (seta vermelha escura), e a delgada
bainha fibrosa perifolicular (seta roxa); a regido onde ha& perda nuclear e

cornificagdo da haste pilosa, o chamado limite de Adamsom (seta branca).

As caracteristicas morfoldgicas do foliculo piloso se alteram de acordo com sua
fase no ciclo, sendo elas: anagena, catdgena e telégena. A fase anagena é a
fase de crescimento ativo do pelo (Figura 4). Aproximadamente 75 a 95% dos
foliculos de uma pele saudavel encontram-se em anageno e dura cerca de dois
a sete anos. Na fase anagena a papila € constituida por tecido conjuntivo
fibriliar e delicado, de aspecto mixoide com mucina abundante e um Unico
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capilar espiralado verticalmente, em diregdo ao bulbo. A papila & abragada por
células que se arranjam em palicada na base matriz folicular. A regido matricial
encontra-se em alta atividade metabdlica, o que pode ser evidenciado pela
presenca de mitoses, numerosas por toda sua extenséo, necrose ocasional de
células individuais e pelas caracteristicas nucleares. Os nucleos sdo volumosos
com cromatina fina e frouxa, por vezes com mais de um nucléolo evidente e
citoplasma escasso. Na matriz folicular, na fase anagena, encontram-se
melandcitos de aspecto dendritico que podem ser muito ricos em melanina, a
depender da pigmentacdo capilar. A bainha interna apresenta granulos
avermelhados de trico-hialina desde a linha “critica” de Auber até a regido onde

se forma a haste pilosa, no fim da zona de Adamson.

Figura 4: Foliculos em fase anagena. A - Corte vertical; B - Corte horizontal.
Identifica-se o vaso supridor da papila folicular (setas azuis), intensa

pigmentacédo melanica das células (A) e mitoses (seta amarelas).

A fase catagena corresponde & involucéo folicular (Figura 5). E a fase mais
curta do ciclo, durando de duas a trés semanas. A transicdo entre a fase
anagena e a catagena se da por alteracées morfolégicas no bulbo. A papila
deixa de ser envolta pelo bulbo, que assume o formato de clava. A bainha
externa folicular também involui e sdo vistos numerosos queratindcitos

apoptéticos, com nucleos picnéticos e cariorrexe. Nao ha mais atividade
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matricial, o que corresponde a auséncia de mitoses, e ndo ha mais producao
de melanina. A melanina que foi produzida agora se encontra na papila e na
derme que cerca o foliculo, onde é fagocitada por melan6fagos. Conforme a
involucdo progride, a membrana basal se espessa e se torna corrugada e a

bainha fibrosa perifolicular se espessa por colapso, dando origem a stelae.
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Figura 5: Foliculos em fase catagena. A membrana basal se mostra espessada
e em fases distintas da involucéo folicular (setas amarelas em A, B e C). Aos
poucos, o bulbo deixa de envolver a papila folicular (seta azul, A). Ha apoptose

celular marcada (setas verdes, B).

Apoés a involucdo completa da porcédo ciclica do foliculo, tem inicio a fase
telogena (Figura 6). A fase telégena dura de semanas até trés meses, fase em
gue o foliculo repousa na porcéo inferior do istmo. A bainha interna encontra-se
corrugada e espessada, com coloracdo avermelhada, de aspecto vitreo que,
em cortes transversais, lembra uma “flor com miolo em chamas” (18). Na fase
telogena tardia, ap6s a perda da haste folicular (teloptose), sdo vistas as
unidades teldégenas germinativas (Figura 7), que correspondem a um agregado
de células germinativas basaloides que dardo origem a uma nova geracao
folicular.



Figura 6: Foliculos em fase telégena mostrando (setas verdes) bainha interna
folicular corrugada e espessada, e em B, aspecto de miolo em chama. Em A, a
seta amarela mostra haste prestes a se desprender (sofrer teloptose). A seta
preta mostra agregado de células germinativas, que dardo origem a unidade
telégena germinativa.
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Figura 7: Alopecia areata. As setas pretas evidenciam unidades tel6genas

germinativas.

1.5 Classificacdo das alopecias e dificuldades diagnésticas

Varias formas de classificacdo para as alopecias jA foram propostas.
Tradicionalmente, convencionou-se a classificagdo entre cicatriciais e nao
cicatriciais. Tal terminologia € muitas vezes considerada controversa, uma vez
gue se espera que as alopecias cicatriciais sejam irreversiveis(19) e as
alopecias néao cicatriciais assim o sejam. Ocorre, no entanto, que a evolucao de
um caso ndo cicatricial pode culminar em um processo irreversivel. A
dificuldade na classificacdo das alopecias ocorre devido a sobreposicdo de
alteracdes tanto clinicas quanto morfoldgicas (20,21). Nao é incomum na nossa
pratica diaria uma bidpsia de couro cabeludo que tem como hipétese
diagnostica uma causa cicatricial versus uma causa nao cicatricial. Isso mostra
gue as duvidas e dificuldades comecam antes mesmo da analise histoldgica.
As alopecias cicatriciais podem ser divididas entre primarias e secundarias. As
primarias consistem em processos inflamatoérios cujo alvo principal € o foliculo
piloso. As alopecias secundarias destroem os foliculos como efeito colateral de
algo maior, como em neoplasias, queimaduras profundas, dermatoses
esclerosantes, efeito de radiacdo, dentre outros (21). Os achados mais
caracteristicos das alopecias cicatriciais sdo descritos principalmente nos
estagios mais iniciais das doencas, o que dificulta o diagndstico tardio. As
alopecias primarias podem ainda ser divididas em quatro grupos, conforme
sugestdo da North American Hair Research Society (22), vide Quadro 1 (23-
29) sendo eles caracterizados de acordo com a qualidade do infiltrado
inflamatorio, As entidades que ndo se enquadram ou ndo podem ser

classificadas podem ser descritas como mistas ou inespecificas(30).
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Quadro 1. Classificacdo das alopecias cicatriciais priméarias, proposta pela North

American Hair Research Society.

Infiltrado inflamatério

Diagndstico

Linfocitico

Liguen plano pilar

Alopecia frontal fibrosante

Sindrome de Graham-Little-Piccardi-Lasseur

LUpus eritematoso discoide

Pseudopelada

Alopecia cicatricial central centrifuga

Mucinose folicular

Queratose folicular espinulosa descalvante

Neutrofilico

Foliculite descalvante

Foliculite dissecante

Misto

Foliculite queloidiana nucal

Foliculite necrosante

Dermatose pustulosa erosiva do couro

cabeludo

Infiltrado mononuclear

Alopecia cicatricial idiopatica com achados

clinicos e histopatol6gicos inespecificos

Estagio final de varias alopecias
inflamatérias

A fisiopatologia das alopecias cicatriciais varia de acordo com sua causa. No

entanto, algumas generalizacfes parecem comuns a maioria delas como: a

agressao a regiao do bulge, onde se encontram as células tronco- foliculares

(31). A diminuicdo da densidade de glandulas sebaceas também é um ponto

comum entre algumas alopecias cicatriciais.

7

O liquen plano pilar € a causa mais comum das alopecias cicatriciais,

chegando a 10% entre as causas de alopecia cicatricial

em centros
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especializados (24). Clinicamente sdo descritas papulas foliculares queratoticas
e eritema perifolicular (32). As alteracdes cicatriciais inicialmente resultam em
dilatacdo do 6éstio folicular com descamacdo e politriquia. O exame clinico
tardio pode gerar sobreposicdo com achados de outras alopecias cicatricias,
principalmente com a pseudopelada. Os achados histolégicos tipicos consistem
em infiltrado liguenoide mononuclear na regido infundibulo-istmica (o bulge)
com formacdo de corpos apoptéticos (corpos coldides ou corpusculos de
Civatte). A agressao ao epitélio folicular gera uma quebra de relagcdo entre o
foliculo e a derme adjacente, o que pode se manifestar artefatualmente, pela
histologia, como fendas. Os queratindcitos da camada basal aumentam de
volume, seu citoplasma se torna angulado e intensamente eosindfilo (aparéncia
regenerativa). Pode se observar uma fibroplasia de aspecto mucinoso, na
regido perifolicular, no entanto ndo ha acumulo de mucina. Ndo se observa
acometimento do bulbo; ndo ha infiltrado em faixa como no liquen plano
habitual. Em estagios tardios, o foliculo € completamente destruido, sendo
substituido por uma cicatriz fibrosa. As glandulas sebaceas séao perdidas e
resta apenas o musculo eretor do pelo. Outras alopecias cicatriciais
compartiliham das mesmas caracteristicas em sua fase terminal, como a
pseudopelada e o lupus eritematoso discoide. A alopecia frontal fibrosante e a
sindrome de Graham-Little-Piccardi-Lasseur compartilham, morfologicamente,
das mesmas caracteristicas do liquen plano pilar e sdo consideradas, por
muitos autores, como espectros de uma mesma doenca. Clinicamente, a
alopecia frontal fibrosante tende a acometer mulheres na pés- menopausa e se
restringe a regido frontal do couro cabeludo. E descrito acometimento
concomitante da porcdo medial da sobrancelha, regido axilar, membros e
regido pubica (33). Na histologia encontra-se quadro semelhante ao liquen
plano pilar, no entanto, descreve-se uma preferéncia de acometimento dos
foliculos velos, pseudovelos e intermediarios (34). A sindrome de Graham-
Little-Piccardi-Lasseur consiste na triade: alopecia cicatricial do couro
cabeludo, alopecia néo cicatricial da regido pubica e axilar e queratose pilar em
multiplas areas. Apesar de ser considerada uma variante do liquen plano pilar,

muitas vezes nao apresenta infiltrado liquenoide (35).

A alopecia associada ao lUpus eritematoso pode se apresentar de forma néo

cicatricial, semelhante ao eflivio telogeno (manifestagdo cutanea inespecifica
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do ldpus sistémico) e cicatricial. A forma cicatricial se relaciona a pacientes
com a forma discoide(36). Clinicamente sdo vistos eritema, atrofia, rolhas
foliculares e hipo e/ou hiperpigmentacao da regido afetada. Pode ser localizada
ou multifocal. Histologicamente se observa acometimento liguenoide da
interface dermoepidermcia (o que indica preferéncia pelo corte vertical), além
do acometimento folicular. Corpos coloides podem estar presentes.

A presenca de plasmdécitos no infiltrado inflamatério perianexial e perivascular
pode ajudar no diagnéstico, assim como a presenca de degeneracdo mucinosa
de derme(24,37). Outros achados tipicos como atrofia da epiderme e
espessamento da membrana basal podem ser observados.

A pseudopelada é uma entidade de dificil diagnostico e deve ser admitida apos
exclusdo de outras causas de alopecia cicatricial. E uma doenca de progressio
clinica lenta que, geralmente, acomete areas mais centrais do couro cabeludo,
com placas pequenas e discretas de alopecia(38,39). Apos estabilizacdo da
doenca, encontram-se areas confluentes com perda do 6stio folicular. A leséo
geralmente é pouco inflamatéria, pode ser hipopigmentada e deprimida em
areas (descritas como “pegadas na neve”). Na analise microscépica o infiltrado
inflamatorio € minimo e se localiza proximo ao bulge. A avaliacéo do infiltrado
inflamatorio evidencia predominéancia de histiocitos, mastocitos. Nao ha
atividade de interface, nem ha relatos dessa entidade em negros. Ja a alopecia
central centrifuga, a foliculite queloideana nucal e a celulite dissecante do couro
cabeludo sédo vistas predominantemente em afrodescendentes (26). A alopecia
central centrifuga foi descrita inicialmente como “alopecia do pente quente”,
sugerindo associacdo com habitos de alisamento capilar. No entanto, com o
tempo, observou-se que muitas mulheres acometidas nunca fizeram uso de
tais préaticas. Seu principal achado histolégico € a descamacao prematura da
bainha interna folicular, antes de atingir o istmo, o que também confere a
doenca o nome de Sindrome da Degeneracdo Folicular. Em estagios mais
avancados, a descamacao da bainha interna folicular se associa a uma leséo
da bainha externa, gerando uma atrofia excéntrica da mesma. O infiltrado
inflamatorio esta presente na porgéo superior do foliculo, e tende a aumentar
com a evolugdo da doenca, podendo conter neutréfilos, plasmécitos e

histiocitos.
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A alopecia mucinosa, ou mucinose folicular, € comum em criancas e adultos
jovens. Em pacientes idosos com multiplas les@es, esta relacionada a doenca
linfoproliferativa, como a micose fungoide, em 30% dos casos(24,40,41).
Histologicamente, encontra-se mucina no epitélio folicular e as glandulas
sebaceas ndo sdo identificadas, porque deixam de produzir sebo e passam a
produzir mucina. Esta € minima na derme; ndo ha atividade de interface. A
gueratose folicular espinulosa decalvate também tem inicio precoce. Trata-se
de uma genodermatose, de heranca recessiva, ligada ao X(42,43) ou, em
alguns casos, autossOmica dominante (44). As manifestacbes comecam na
infancia, com queratose pilar e fotofobia. A doenca acomete o couro cabeludo,
sobrancelhas e cilios, e pode acompanhar eritema facial. A alopecia cicatricial

tem inicio proximo a puberdade e, clinicamente, apresenta-se pustulosa.

As Alopecias cicatriciais mediadas por neutrofilos consistem em duas
entidades: a foliculite decalvante e a foliculite dissecante do couro cabeludo. A
foliculite decalvante é entidade que acomete preferencialmente homens de
meia idade(45). Em sua fase inicial € muito sintomatica. Prurido, ardor, eritema
e pustulas perifoliculares sédo vistos clinicamente, na regido do vertex e
occiptal. Microscopicamente, a lesdo é composta por infiltrado inflamatério
predominantemente neutrofilico, na regido superior do foliculo piloso, com
acumulo na regido do infundibulo, que se encontra dilatado. As glandulas
sebaceas sdo destruidas(46). Na fase tardia, séo vistas células gigantes do tipo
corpo estranho, fagocitando hastes pilosas remanescentes, fibrose da derme
interfolicular e perda das fibras elasticas. A foliculite dissecante do couro
cabeludo é uma entidade incomum. Acomete preferencialmente homens
negros, na regido do vertex e coroa. No exame fisico sdo palpados nddulos
flutuantes que coalescem e evoluem com drenagem de conteudo purulento. As
lesBes sdo, no entanto, pouco sintomaticas. O mecanismo que desencadeia a
doenca é desconhecido. Histologicamente, encontra-se dilatacdo flocular
progressiva, com acumulo de fragmentos de queratina. Na lesao inicial séo
vistos neutrofilos na regido do 6stio e infitrado linfocitico, envolvendo o foliculo
como um todo. A eventual ruptura do foliculo desencadeia um processo

inflamatério intenso, com granulomas de corpo estranho.
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Entre as alopecias ndo cicatriciais, temos como entidades mais comuns a
alopecia androgenética, a alopecia areata, o eflivio telégeno e anageno, a
alopecia de tracdo, a alopecia de presséo e a tricotilomania. A caracteristica
clinica e histologica é a preservacdo do numero de foliculos, tanto na avaliacdo
histoldgica, como na clinica (por vezes dificultada, devido a miniaturizagao
folicular). No entanto, nos cortes transversais, quando se examina a regiao das
unidades foliculares, com a miniaturizacdo dos foliculos, eles deixam de ser
vistos e se observam, apenas, as bainhas perifoliculares colapsadas (“stelae”).
Além disso, no caso da alopecia androgenética, as unidades foliculares vazias
assumem aparéncia fibrosa, com o tempo.. Com relacdo a alopecia areata,
mesmo nos cortes verticais seriados, pode-se ndo identificar mais foliculo
piloso, na fase cronica estavel. As alopecias n&o cicatriciais mais comuns,
como a alopecia androgenética, a alopecia areata e a tricotilomania, podem, no
entanto, evoluir como alopecias permanentes, ou seja, que nao repilam,
mesmo que nao cicatriciais, sendo muitas vezes classificadas como alopecias
bifasicas. A melhor técnica para o estudo das alopecias ndo cicatriciais € o
corte horizontal (transversal), com a contagem do numero de foliculos e
classificacdo entre terminais e (pseudo)velos (ou miniaturizados) e seus
estagios no ciclo folicular. Na alopecia androgenérica, a proporcao entre
foliculos terminais/velos encontra-se  diminuida(47). Observa-se a
miniaturizacdo precoce dos foliculos(20,48,49) e, com isso, seus bulbos s&o
vistos em diferentes alturas, da hipoderme a derme, o que deixa o aspecto “em
escada” no corte vertical. A alopecia areata € uma doenca auto-imune 0rgao
especifica(21,50). E mais comum em individuos jovens, com idade entre 15 e
40 anos. O grau de acometimento € muito variavel, podendo ser minimo e, em
alguns casos, acometer todo o couro cabeludo (totalis) ou até todo o corpo
(universalis). Na microscopia observa-se aumento do numero de catagenos e
telogenos. Uma das caracteristicas tipicas descritas, mas nem sempre muito
evidente, dependendo da fase da doenca, € o infiltrado inflamatério linfocitario
peribulbar (em “enxame de abelha”)(51). Com a evolu¢cdo da doenca, o

infiltrado inflamatdrio tende a diminuir.



25

2. Justificativa do trabalho/Relevancia social

A alopecia ndo é apenas um problema estético. A analise psicologica dos
pacientes com alopecia evidencia associacdo com desajustamentos causados
ou intensificados pela queda de seus cabelos. Homens e mulheres consideram
gue a perda de cabelos € uma experiéncia estressante que implica ansiedade e
perda da autoestima e confianca. (1-3). O cabelo é considerado um
componente muito importante na aparéncia geral de um individuo. A perda
difusa de cabelos é uma queixa muito comum no consultério do dermatologista
e causa de significante impacto psicolégico. O aumento da procura com tal
gueixa ja era relatado no pré advento da Pandemia de COVID-19 e, apos a
mesma, se intensificou (5,6). Consequentemente, nhuma sociedade que prima

pelo culto ao corpo, biopsias de couro cabeludo séo coletadas cada vez mais.

O patologista tem papel essencial na abordagem das alopecias, porque o
diagndstico precoce € critico, ja que o tratamento pode interromper a perda
folicular permanente. No dia a dia, € comum receber biopsias de couro
cabeludo com hipoteses clinicas de alopecia cicatricial versus nao cicatricial.
Este fato demonstra que, do ponto de vista clinico e dermatoscopico, ndo é
tarefa facil distinguir entre estes dois grandes grupos de formas de alopecia.
Para piorar o quadro, 0 mesmo ocorre com o0 exame histologico. Este fato néo
€ inesperado, uma vez que a histomorfologia € o substrato do que foi
observado a clinica. Interpretar os achados histoloégicos de biopsias de couro
cabeludo com alopecia requer o conhecimento da complexa histologia normal,
nas diferentes fases evolutivas dos foliculos pilosos, bem como dos processos
gerais que afetam esta regido da pele. Mas, apenas obedecer a estes quesitos,
nao torna esta tarefa mais simples. A busca por artigos na literatura mostra que
h& pouca informacédo sobre os principais pontos que devem ser considerados
para a distincdo entre alopecia cicatricial e ndo cicatricial, independentemente
da forma em questdo. Como a abordagem terapéutica e o prognostico séo

distintos, € importante a acuracia diagnostica.
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3.0Objetivos
3.1 Objetivo principal

Analisar a reprodutibilidade interobservador dos achados histolégicos
gue permitem diferenciar alopecias cicatriciais das nao-cicatriciais

3.2 Objetivos secundarios

-Avaliar as informac@es clinicas de pacientes com alopecia, sendo esta

investigada por meio da biopsia;

-Correlacionar os achados morfolégicos com os clinicos, evolutivos e

diagnaostico nosolégico definido, e entre si

-ldentificar as principais variaveis para a definicdo de forma cicatricial

versus nao cicatricial
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4 Materiais e métodos

Trata-se de um estudo retrospectivo e analitico. A coleta de dados s6 se deu
apés a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa institucional (CAAE:
15129119.8.0000.5404). Dos arquivos do Laboratério de Anatomia Patoldgica
do Hospital de Clinicas da Unicamp, foram extraidos os numeros de registro de
todas as bidpsias relacionadas ao termo “alopecia”, dos anos compreendidos
entre 2008-2018, e os blocos respectivos (total de 129 amostras, referentes a
125 pacientes). Da amostra inicial de 129 biopsias selecionadas, 13
correspondiam a uma segunda biopsia coletada do mesmo paciente/prontuario.
Foram excluidas as seguintes amostras: 1- aquelas cujo blocos ndo foram
localizados no arquivo do laboratério (espécimes de consulta diagnéstica); 2-
aquelas sem material suficiente para confeccdo de novos cortes; 3- amostras
de pacientes cujos prontuarios encontravam-se incompletos ou nao eram
encontrados; e 4- amostras em que a alopecia ndo era a queixa principal do
paciente. Aplicados estes critérios, foram obtidos 100 espécimes, referentes a
89 pacientes. Dos blocos foram retirados cortes seriados em 3 niveis, apos
desbaste inicial, que foram corados pela Hematoxilina e Eosina (HE) e método

de Verhoeff van Gieson, para avaliacdo de fibras elasticas.

Dos espécimes, foram registradas as informacgdes histoldgicas, segundo ficha
protocolar (dados contidos no Quadro 2), que foi preenchida por duas
dermatopatologistas, de forma cega e independente. Deste modo, as
examinadoras ndo dispunham de acesso a dados clinicos e tricoscépicos no
momento da analise. Todos os espécimes foram examinados e os dados
extraidos tabulados. Quanto a avaliacdo do prontuario, as informacdes
coletadas segundo ficha protocolar incluiam sexo, idade nho momento da coleta
da amostra, histéria familiar, tempo de desenvolvimento da alopecia,
acometimento extra-cefalico, exame dermatolégico e tricoscopico do couro
cabeludo, teste da tracéo, tratamento instituido, evolucdo, exames laboratoriais
e de imunofluorescéncia direta, diagnostico nosolégico obtido e observacbes
outras— dados descritos no Anexo |. Algumas das varidveis descritas no
prontuario ndo foram incluidas para a andlise estatistica, porque o niumero de
eventos era pequeno. Os resultados, quanto ao exame tricoscopico, foram:
fios terminais (4), red dots (0), pig tail hair (1), curley hair (2), circle hair (1),

tricorrexe nodosa (1), cabelo de boneca (0), fios em bailarina (0), sinal da
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vassourinha (0), tricoptilose (2) e fios em tufo (1). Quanto as formas
terapéuticas adotadas: laser hairmax (2), metilprednisolona (1), hidrocortisona
(1), griseofulvina (2), dapsona (2), peroxido de benzoila (2), celamina (3),
desonida (2), talidomida (3), Elidel (pimecrolimo) (2), neve carbbnica (1),
venlafaxina (1), amitriptilina (1), bactrim (0), cefalexina (3), terbirafina (1) e
ciclosporina (2).

O resultado da andlise histoldgica das amostras obtido pelos membros da
equipe, foi tabulado para andlise, por métodos estatisticos, sob a orientacao
da Divisdo de Bioestatistica da Comisséo de Pesquisa da FCM-UNICAMP.

Para descrever o perfil da amostra, segundo as variaveis em estudo, foram
elaboradas tabelas de frequéncia das variaveis categoricas, com valores de
frequéncia absoluta (n) e percentual (%), e estatisticas descritivas das variaveis
numericas, com valores de média, desvio padréo, valores minimo e maximo e
mediana. Para comparacdo das variaveis entre os grupos foram utilizados o
teste Qui-quadrado (género) e o teste de Mann-Whitney (idade). Para comparar
0s marcadores entre 0s grupos, foi utilizada a ANOVA para medidas repetidas.
Os dados foram transformados em postos (ranks). Para avaliacdo da relacao
entre os marcadores e as variaveis categoricas, foram utilizados os testes de
Mann-Whitney e Kruskal-Wallis; para as variaveis numéricas foi utilizado o
coeficiente de correlacdo Spearman. O nivel de significancia, adotado para o

estudo, foi de 5%.
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5. Resultados

Artigo original publicado no periédico Skin Appendage Disorders - Karger
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Scarring vs. Non-scarring alopecia: an interobserver histopathologic
reproducibility study

Key Words: alopecia, scarring alopecia, non-scarring alopecia, scalp
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Abstract

Introduction: Distinguishing scarring (SA) versus non-scarring (NSA) alopecia
may not be a simple procedure on either clinical and histopathological views.
Aims: We sought to study the interobserver variability in the histopathological
assessment of SA versus NSA, including clinical-pathological considerations.
Methods: Two dermatopathologists independently interpreted the same set of
100 specimens (89 patients). The samples were serial sectioned and stained by
H&E and Verhoeff methods. The patients’ mean age was 46 years, with 13
being males and 76 females.

Results: In 16/100 samples, there was no consensus among the two examiners
regarding SA vs NSA. (Weighted kappa=0.6583 - 95% CI); 3/16 patients were
re-biopsied, and in the second sample, consensus was reached. In 76/89
patients, the anatomopathological examination was helpful in defining the SA vs
NSA subtype. Of the 84 samples in which there was interobserver agreement,

4 which had been considered scarring in the routine pathological report were re-
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classified as non-scarring, whereas one biopsy, previously diagnosed as non-
scarring, was now considered cicatricial due to the newly found areas of
lichenoid inflammation in the infundibular epithelium.

Discussion: The ideal scalp examination may require deep serial biopsy
sectioning, elastic tissue stain, re-biopsy, and strict clinical-evolutive correlation.
Defining the problem

Pathologists frequently receive scalp biopsies with presumptive clinical
differential diagnoses, including scarring and non-scarring alopecias (SA vs
NSA), as fibrosing alopecia in a pattern distribution versus androgenetic
alopecia [1]. This occurs because, from a clinical and trichoscopic point of view,
it is not always easy to distinguish these two major groups of hair disorders [2].
The problem becomes even more complicated because it is not always simple
to histopathologically differentiate scarring from non-scarring conditions [3]. A
literature review shows that the morphological criteria used to differentiate the
two groups of entities are not clearly determined, which is concerning due to the
differences in their therapeutic approach and prognosis [2,3].

The objective of this work was to explore the interobserver variability in the
interpretation of scalp biopsies by two dermatopathologists, including clinical-

pathological considerations.

Materials and Methods

This is a retrospective-analytical study. Data collection only took place after
approval by the institutional Research Ethics Committee
(CAAE:15129119800005404). The registration numbers of all biopsies related
to the term “alopecia” were extracted from the University of Campinas,

Pathology Laboratory files from 2008 to 2018. Their respective clinical files
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were also obtained. Only patients with complete clinical histories and physical
examinations, including trichoscopy, were included. A total of 100 specimens
belonging to 89 patients were finally selected. All scalp samples were cut at
serial levels and stained with Hematoxylin and Eosin (HE), and Verhoeff-van
Gieson for elastic fibers. Two dermatopathologists blindly and independently
examined the same set of specimens, and the evaluated variables are shown in
Table 1 [4-13] and Figures1 and 2. The “arrector pili muscle pseudo-
hyperplasia” variable was not described as an alopecia feature in the literature,
but it was also recorded because it had been previously found in some
specimens. The results were analyzed by the Biostatistics Division of the
Medical Sciences School —UNICAMP (SAS System for Windows (Statistical

Analysis System), version 9.4. SAS Institute Inc, 2002-2012, Cary, NC, USA).

5
Ly

Fig. 1- Vertically sectioned scalp sample stained with Weigert van Gieson. A- Lichen
planus pilaris with wedge-shaped area of absent elastin (black arrows) and follicular
replacement by fibrosis. B- Discoid lupus erythematosus (late stage cicatricial alopecia)
with scant residual dermal elastin (black arrows) and horizontal interfollicular fibrosis.

On the right, residual sweat gland (yellow arrow). C- SA, late stage, with localized
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follicular fibrosis (black arrow), clumped elastic fibers on the right and, focally, on the

left. Original magnification, x100.
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Fig. 2- A- Arrector pili muscle pseudo-hyperplasia (arrows); B- Alopecia areata with
arrector pili muscle pseudo-hyperplasia (black arrows) and several germinal telogen
units (blue arrows); C- Syringoma-like ductal proliferation/dilation; D- Scarring alopecia

with naked hair shaft within giant cells.

The patients' medical records were reviewed, and the following information was
recorded: gender, age at the time of biopsy, family history, time of development
of alopecia, extracephalic involvement, dermatological and trichoscopic
examination of the scalp, traction test, evolution, blood test results, direct

immunofluorescence of the scalp biopsy, if available, and clinical diagnosis.

Results
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The age of patients ranged from 4 to 77 years (mean 46 years), and the majority (N=
76) were female. In 16/100 biopsies, there was no consensus among the examiners
regarding the subtype of alopecia (SA vs NSA). The weighted kappa score was 0.6583
(95% confidence interval), and this result indicates good agreement among the two
dermatopathologists. A new biopsy was obtained from 3 of these 16 patients, which
resulted in consensus. The analysis of the remaining 13 samples (in which there was
no consensus) revealed that there were findings shared by both forms of alopecia in
the same specimen.
In 84 samples, there was perfect interobserver agreement; 4 considered as SA in the
routine laboratory report (before the serial cuts and stains for elastic fibers) were re-
classified as NSA, whereas one biopsy, previously diagnosed as NSA, was now
considered cicatricial, due to the newly found areas of lichenoid inflammation in the
infundibular epithelium.
Table 2 depicts clinical hypotheses and histopathological diagnoses in those 84
samples; 37 were classified as SA and 47 as NSA.
Of the 29 patients in whom the only clinical hypothesis was scarring alopecia,
28 were classified as such by histopathology, and one patient, with a hypothesis
of fibrosing frontal alopecia, was diagnosed with female pattern alopecia by
using the same method. All 32 patients diagnosed clinically as having non-
scarring alopecia were confirmed histologically.
Thirty-nine patients reported hair loss elsewhere in the integument. Of these, 20
were in the lichen planus pilaris group, out of a total of 26 diagnosed
histologically; 2 patients had a histological diagnosis of alopecia areata, 6 of
androgenetic alopecia, and 11 remaining patients had other forms of SA or NSA

involving other body locations.
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The descriptive statistical analysis of the histological findings obtained from the
evaluation of the two observers regarding the arrangement of elastic fibers
showed good interobserver agreement (Kappa = 0.4660; 1C95%).
The sample volume and orientation (vertical/ horizontal) did not influence the
result of the analysis of the reproducibility of elastic fibers or the alopecia
subtype (p>0.005).
Table 3 shows the histopathological variables that were predictive for one or
another subtype of alopecia in those 84 cases where there was perfect
interobserver agreement. The predictive factors to discriminate alopecia
subtype (SA vs NSA) proved to be aligned with those in the literature for the
corresponding forms, confirming that they are reliable from a biological point of
view (Table 3).
On multiple analysis — stepwise process, the variables that, together,
discriminated SA were: density of non-terminal follicles - each unit diminished
the chance of SA by 2 times (p=0.0005; OR=0.4999); absent/reduced
sebaceous glands density: the chance of SA increased by approximately 59
times (p=0.0015; OR=58.939).
Regarding the trichoscopic examination, the following findings correlated with
(Mann-Whitney, Chi-square, and Fisher's exact tests, p<0.05): 1- the scarring
form of alopecia: perifollicular erythema; perifollicular desquamation;
hyperkeratosis; hair casts; pili torti, and follicular plugs. 2- the non-scarring form
of alopecia: variability in the diameter of the shaft and vellus hairs. A direct
correlation was found between hair regrowth and the non-scarring form of

alopecia (chi-square test, p= 0.01).

Discussion
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In general practice, clinical history, physical examination, and trichoscopic
findings are helpful to identify the two main forms of alopecia (NSA and SA). In
our cohort, 60/84 (71%) samples were sent for examination with only one
diagnostic hypothesis (Tab. 2). As a result, the histopathological findings merely
confirmed the proposed diagnosis (SA or NSA). However, the alopecia subtype
may not be defined even after careful dermatological evaluation, necessitating a
scalp biopsy. Indeed, among the 84 samples in which there was a consensus
regarding the subtype of alopecia, in 18 cases (21%), the clinical proposed
hypotheses were of both SA and NSA forms. Fortunately, in these samples, it
was possible to define the alopecia subtype because, among many factors, they
were evaluated by dermatopathologists under serial sections and special stains.
However, we have to consider that the histological findings represent the
substrate of the clinical picture. If it is not characteristic, the histological findings
may not be conclusive. This may be one of the reasons for the interobserver
disagreement in the 16 samples in this study. Some findings considered typical
of a particular form of alopecia may not be constant in all diseases in the group.
As an example, in NSA, the average volume of the sebaceous glands remains
constant, but it may be reduced in alopecia areata [14] and psoriatic alopecia
[15] . It is also important to remember that nosological processes are dynamic;
the conditions that result in SA may resemble NSA in the early stages.
Furthermore, the site from which the sample is obtained can also influence the
histological result. Therefore, when the process follow-up is not consistent with
the pathological report, the dermatologist should provide this information to the
pathologist, and the following procedures could be followed: 1-collect a new
biopsy: effectively, in this cohort, in 3 of the 16 patients in whose biopsies there

was no consensus among the observers, a new sample was obtained, and a
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consensus was achieved. Establishing a precise diagnosis for any group of
alopecia can be challenging by itself [16,17]. Twenty-nine out of 1245
dermatopathology consultations sent to a Web-based second opinion
corresponded to difficult alopecia biopsies [18]. To make the diagnosis even
more complicated, many patients have more than one form of alopecia [19,20].
As an example, post-menopausal female patients who develop any form of
alopecia commonly already have androgenetic alopecia. In addition,
confounding factors add interpretation difficulties, such as young acne-prone
patients developing any form of NSA, who may have foci of scalp folliculitis,
cysts, and fibrosis. Therefore, the dermatopathologist must state the difficulties

encountered in specimen interpretation in the pathological report (Figures 3 and

4),

Fig. 3 — Example of a vertically sectioned scalp sample in which there was
interobserver disagreement. A- There is decreased density of hair follicles and
sebaceous glands and two pseudo-hypertrophic arrector pili muscles (red arrows).
Note three small intermediate follicles in the dermis (yellow arrows), a small terminal

follicle in the hypodermis (black arrow), and an area outlined in blue of fibrosis or a
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collapsed perifollicular fibrous sheath (H&E). B- On Weigert van Gieson stain, the
elastic tissue around the region delimited in blue is dense but symmetrical. Original

magnification, x40 (A) and %100 (B). Hematoxylin and eosin (A) and Weigert van

Gieson (B) stain.

Fig. 4 — Another example of a scalp sample in which there was interobserver
disagreement, this time in a transversal section specimen A- There is follicular
rarefaction in several of the follicular units, but sebaceous glands are seen. There is
variation in follicular diameter, some miniaturized (yellow arrows), others intermediate
(red arrow) and others terminal (black arrow). Presence of follicular units (outlined in
blue) with marked reduction in follicular density and apparent fibrosis (H&E). B- On
Weigert van Gieson method, in the regions outlined in blue, there is apparent fibrosis

and absence of elastic fibers. Original magnification x40 (A) and X100 (B).

2- alternatively, proceed with additional sections of previously collected samples
and use stains for elastic fibers [4-8]. In our series, this procedure allowed for
the diagnosis alteration in 5 specimens. One of the specimens which had been
reported as NSA demonstrated infundibular lichenoid inflammation in the new
sections. This is an important issue, considering that SA should be treated as

soon as possible because the hair follicles are permanently destroyed, leading
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to disfigurement and psychosocial embarrassment. Fast and safe diagnosis and
aggressive treatment are crucial for therapeutic success, aiming to stop or delay
the progression of hair loss and reduce the clinical signs of inflammation.

The predictive factors that discriminate alopecia subtype (SA vs NSA) proved to
be aligned with those in the literature for the corresponding forms, confirming
that they are reliable from a biological point of view (Table 3). In the NSA, the
density of follicles, miniaturized follicles, non-anagen phase follicles, and stelae
in the dermis (horizontal inclusion) in the sample was higher. This occurs
because the follicles decrease in volume or accelerate their cycle but are not
destroyed. In the SA, in addition to the described characteristic findings, the
early occurrence of atrophy of sebaceous glands proved to be a crucial criterion
to SA [21] .

In conclusion, the ideal scalp examination may require deep serial biopsy

sectioning, elastic tissue stain, re-biopsy, and strict clinical-evolutive correlation.

Conclusion

When it is clinically difficult to differentiate an early scarring alopecia from a

non-scarring one, it is very important to know the histopathological details that

support either of these hypotheses. In case of discordance between

pathologists, a new biopsy is a valuable option to reach the diagnosis.
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TABLE 1: Variables examined
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Variable

Method

w

© 00 N o o1 b

11

12
13

14

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

25

Elastic fibers

Type of specimen embedding

Thickness of hypodermis (vertically-embedded
samples)

Specimen size

Number of follicles in the sample

Number of non-terminal follicles

Number of miniaturized follicles

Staggered follicular atrophy

Number of non-anagen follicles

Inflammatory infiltrate

Topography of inflammatory infiltrate

Lichenoid follicular damage

Number of stelae in the hypodermis (vertically-
embedded samples)

Number of stelae in the dermis (horizontally-
embedded samples)

Trichomalacia

Pigmented cast

Fibrosis

Syringomas-like ductal proliferation/dilation
Acrrector pili muscle pseudo-hyperplasia

Sebaceous glands

Naked hair shaft/giant cells

Signs of lupus

Epidermis: spongiosis/hyperplasia

Alopecia subtype

Histopathologic diagnosis

0: intact; 1: clumped; 2: wedge shaped absent
elastin with perifollicular fibrosis (LPP); 3:
absent dermal elastin with horizontal,
interfollicular fibrosis (DLE)

0: horizontal; 1: vertical; 2: both (2 samples)

0: absent or thin; 1: near the galea

In mm?

Total in the sample

Total in the sample

Total in the sample

0: absent; 1: presente

Total in the sample

0: absent; 1: present, lymphocytic; 2: mixed
0: absent; 1: permanent portion; 2: cyclic
portion

0: absent; 1: presente

Total in the sample

Total in the sample

O: absent; 1: present

: absent; 1: presente

: absent; 1: present; topography
: absent; 1: presente

: absent; 1: presente

: normal; 1: fewer or absent

: absent; 1: presente

: absent; 1: presente

: absent; 1: presente

O O O O o o o o o

non-scarring; 1: scarring; 2: scarring and
non-scarring

0: LPP group**; 1. LED; 2: AGA; 3: all
other non-scarring alopecias; 4: all other
scarring alopecias; 5: NS***; 6. AGA +

associated subtype.
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26 Observations

** | PP Lichen planopilaris; DLE discoid lupus eritematosus; AGA androgenetic alopecia;
***NS non-scarring;

Table 2- Clinical hypotheses in the 84 histopathological perfect interobserver agreement

diagnoses
Clinical hypotheses Histopathological consensus diagnosis
Scarring alopecia * Non-scarring alopecia**

Scarring alopecia (n=29) 28 1
Non-scarring alopecia (n=32) 0 32
Non-scarring vs Scarring (n=18) 8 10
Mixed alopecia* (n=4) 2 2
Mixed alopecia** (n=1) 1 1

Total n=84

*Two sample cases, both samples with same diagnoses **Two sample cases, each sample
different diagnoses

Table 3 — Results of univariate and multiple logistic regressions to

discriminate alopecia subtype (1 scarring vs 0 non-scarring).

Histopathological Subtype P value Odds ratio C195%
variable
Higher follicle density NSA 0.0005 0.804 0.711; 0.910
Higher non-terminal NSA <.0001 0.472 0.344; 0.648

follicles density
Higher miniaturized NSA <.0001 0.259 0.102; 0.491

follicles density

Non-anagen follicles NSA 0.0002 0.224 1.278; 2.475
density

Stelae density in SA 0.0006 1.779 1.278; 2.475
hypodermis

Inflammation in follicular SA 0.0003 6.028 2.300; 15.795

permanent portion
Lichenoid infiltrate SA 0.0002 56.250 6.973; 453.785

Syringomas-like ductal SA 0.0170 4.548 1.311; 15.774



proliferation/dilation

Pseudohyperplasia of SA
arrector pilli muscle
Lower sebaceous glands SA

density

Mann-Whitney and Fisher's exact test

0.0026

<.0001

6.543

35.997

1.930; 22.188

9.228; 140.41
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6. Discussao

Diferenciar as varias formas de alopecia ndo-cicatricial pode ser dificil.
Pormenores sutis no exame fisico e dermatoscopico do couro cabeludo podem
ajudar a identificar essas doencgas. Deve-se considerar a histéria clinica, o
exame fisico e os achados dermatoscopicos. Se o diagndstico permanecer
incerto apos uma analise cuidadosa dos sinais clinicos, uma biépsia do couro
cabeludo pode ajudar a definir o diagnéstico nosoldgico. A avaliacao histolégica
de duas patologistas especialistas demonstrou boa concordancia
interobservador, sendo o consenso obtido em 84 de 100 espécimes (kappa
=0,6583; IC 95%) quanto ao subtipo histolégico. Houve também boa
concordancia quanto ao arranjo de fibras elastiscas (kappa =0,4660; IC 95%).
Devemos, no entanto, levar em consideracdo que a autora deste projeto teve
como sua principal professora de dermatopatologia a coobservadora em
guestdo. Por outro lado a boa taxa de reprodutibilidade encontrada reforca a
necessidade de um tempo de treinamento para uma adequada avaliacdo de
espécimes de couro cabeludo. Apesar deste fato, a interpretacao independente

e de forma cega permite avaliacdo mais isenta.

Levando em conta, unicamente, os 84 casos em que houve concordancia
perfeita interobservadora, quanto ao tipo de alopecia (cicatricial ou n&o
cicatricial), os fatores preditivos do tipo de alopecia (cicatricial vs ndo cicatricial)
(testes de Mann-Whitney e exato de Fisher, p<0,05 e regressdes logisticas
univariadas e multipla -analise multipla — processo stepwise - para discriminar
subtipo de alopecia) observou-se que os resultados estdo alinhados aos da
literatura para as formas correspondentes, ratificando serem fidedignos do

ponto de vista biologico.

-N° total de foliculos presentes na amostra

-N° total de foliculos ndo terminais na amostra

-N° total de foliculos miniaturizados na amostra;

-N° total de foliculos em fase ndo anagena na amostra e

--N° total de stelae na derme (incluséo horizontal)
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Maior no subtipo néo cicatricial, em que os foliculos diminuem de volume ou

tém seu ciclo acelerado, mas nao sdo destruidos.

-N° total de stelae na hipoderme (inclusdo vertical) na amostra: maior no
subtipo cicatricial, em que os foliculos sdo destruidos na sua porcao

permanente e ndo na ciclica.

-Infiltrado linfocitario na porcdo permanente folicular, fibrose aparente,
substituindo foliculos, falso siringoma, pseudo-hipertrofia de musculo eretor do
pelo: maior no subtipo cicatricial.

-Fibras elasticas- quaisquer das analises das observadoras tém correlacdo com

um ou outro subtipo, conforme discriminado.

-Glandulas sebaceas muito mais reduzidas nas formas cicatriciais. A atrofia
sebacea é vista precocemente nas formas cicatriciais da alopecia. Mudancas
na composicdo do sebo poderiam desencadear modificagcbes na estrutura da
bainha interna folicular, como mecanismo de atrofia folicular. Distarbios num
receptor nuclear das ceélulas foliculares epiteliais poderiam causar uma

producéo anormal de sebo, que € necessario para a manutencao do bulge (31).

Observaram-se, ainda, considerando 0s casos com perfeita concordancia
interobservadoras com hipoteses de alopécia cicatricial ou alopecia néo
cicatricial (n=61), que o diagndstico clinico foi preciso em 60 casos (98,36%).
Destes, todos os casos cuja hipétese era de alopecia nao cicatricial (n=32)
foram histopatolégicamente classificados como tal. A precisdo na hipotese
diagnostica pode, de certa forma, ser reacionada a alta especializacdo dos
dermatologistas responsaveis pela coleta, considerando que a maioria dos

espécimes provém do ambulatério de especialidades da Universidade.

Dos casos em que ndo houve consenso inicial, em trés foram coletadas novas
bidépsias, em que o consenso foi alcancado. Observa-se que a dificuldade
diagndstica pode estar relacionada, entre outros motivos, a escolha de um sitio
de bi6psia menos representativo do processo geral (23). Para a avaliacdo do
couro cabeludo alopécico, o ideal € que se coletem duas biépsias por punch,
de pelo menos 4mm (52). Sabe-se, no entanto, que o paciente alopécico, ja

emocionalmente fragilizado, com frequéncia é resistente a essa ideia. Sugere-
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se, nestes casos, a associacdo da dermatoscopia na escolha do sitio ideal,
pratica que demonstrou aumentar a acuracia diagnéstica para até 95% (53).
Concluiu-se finalmente que algumas alteragBes tricoscopicas sdo de suma
importancia. No estudo em questdo, o eritema perifolicular, a descamacéo
perifolicular, a hiperceratose, os hair casts, pili torti e plugs foliculares
relacionaram-se positivamente as formas cicatriciais de alopecia. A
variabilidade no didametro da haste e a presenca de fios velos relacionaram-se,
como esperado, com as formas néo cicatriciais (testes de Mann-Whitney, qui-
guadrado e teste exato de Fisher, p<0,05). Estes sdo dados importantes a
serem considerados a avaliagdo histolégica.
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7. Concluséo

A avaliacao histopatolégica de amostras de couro cabeludo em casos dubios
de alopecia, sob o ponto de vista clinico, tende a apresentar correspondente
dificuldade.

A especializacdo tanto do profissional clinico quanto do patologista pode
aumentar a acuracia do diagnéstico e mais: a estreita relacdo entre 0s

profissionais é indispensavel.

Quanto ao espécime, nos casos dubios, sempre se deve analisar o maior
ndamero de cortes seriados e, se possivel, com o auxilio de técnicas de
coloragao especial, no caso, para fibras elasticas. Adicionalmente, pode-se
sugerir, ao dermatologista, a coleta de nova biopsia.

A abordagem do espécime histopatolégico pelo patologista deve ser o mais
sistematica possivel, pesando os achados histopatolégicos que aumentam a

suspeicao de cada subtipo (Anexo, pagina 54).
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9. Anexos

9. 1- Informagbes coletadas do prontuario.

Coluna AB - Pull test — 0 negativo/1 positivo

Coluna AC -Variabilidade didametro haste - 0 ausente / 1 presente
Coluna AD -Eritema perifolicular - 0 ausente / 1 presente
Coluna AE —Descamacéo perifolicular - 0 ausente / 1 presente
Coluna AF -Hiperceratose - 0 ausente / 1 presente

Coluna AG — Fios velos - 0 ausentes / 1 presentes

Coluna AH - Fios quebrados/tonsurados - 0 ausentes / 1 presentes
Coluna Al - Ponto de exclamacao - 0 ausente / 1 presente
Coluna AJ — Miniaturizacao - 0 ausente / 1 presente

Coluna AK - Black dots - 0 ausentes / 1 presentes

Coluna AL - White dots - 0 ausentes / 1 presentes

Coluna AM - Yellow dots - 0 ausentes / 1 presentes

Coluna AN -Cast/hair casts - 0 ausentes/ 1 presentes

Coluna AO — Pinpoints - 0 ausentes / 1 presentes

Coluna AP - Lonely hair - 0 ausente / 1 presente

Coluna AQ- Pili torti - 0 ausente / 1 presente

Coluna AR -Pigmentacéo favo de mel - 0 ausente / 1 presente
Coluna AS- Plugs foliculares - 0 ausentes / 1 presentes
Coluna AT - Telangiectasia - 0 ausente / 1 presente

Coluna AU -Repilagéo - 0 ausente / 1 presente

Coluna AV- Alopecia numular - 0 ausente / 1 presente

Coluna AW - Sinais de lapus - 0 ausente / 1 presente

Coluna AX — Diabetes - 0 néo relatado / 1 presente

Coluna AY — HAS - 0 ndo relatada / 1 presente

Coluna AZ- Dislipidemia - 0 ndo relatada / 1 presente

Coluna BA - Hipotireoidismo - 0 ndo relatada / 1 presente

Coluna BB — Depresséo - 0 ndo relatada / 1 presente
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Coluna BC — Psoriase - 0 ausente / 1 presente
Coluna BD - Vitiligo - 0 ausente / 1 presente
Coluna BE — Osteoporose - 0 ausente / 1 presente
Coluna BF - Antecedente familiar (alopecia) - 0 ndo relatada / 1 presente
Coluna BG - Perda de pelo em outras areas - 0 ausente / 1 presente
Coluna BH — Tratamento com minoxidil - 0 n&o / 1 sim
Coluna BI —Tratamento com espironolactona- 0 ndo / 1 sim
Coluna BJ —Tratamento com clobetasol/therapsor - 0 ndo / 1 sim
Coluna BK — Uso de cetoconazol shampoo - 0 ndo / 1 sim
Coluna BL — infiltrac&o de corticosteroide- 0 ndo / 1 sim
Coluna BM — Tratamento com finasterida - O ndo / 1 sim
Coluna BN — Uso de doxiciclina - 0 ndo / 1 sim
Coluna BO — Uso de difosfato de cloroquina- 0 ndo / 1 sim
Coluna BP — Uso de hidroxicloroquina - 0 ndo / 1 sim
Coluna BQ - Transplante capilar - 0 ndo / 1 sim
Coluna BR — Uso de ac.retinoicof/tretinoina - 0 n&o / 1 sim
Coluna BS — Uso de alfa-estradiol/avicis - 0 ndo / 1 sim
Coluna BT — Uso de prednisona - 0 ndo/ 1 sim
Coluna BU — Uso de betametasona - 0 sim/ 1 ndo
Coluna BV -Uso de dexametasona - 0 ndo /1 sim
Coluna BW — Uso de sulfato de zinco - 0 ndo /1 sim
Coluna BX -Uso de Zn+Cu- 0 ndo/ 1 sim
Coluna BY — Uso de biotina - 0 ndo / 1 sim
Coluna BZ -Uso de tarfic/tacrolimo - 0 ndo / 1 sim
Coluna CA — Uso de protopic - 0 ndo / 1 sim
Coluna CB — Uso de bimatoprosta- 0 ndo / 1 sim
Coluna CC — Tratamento com criopeeling - 0 ndo / 1 sim

Coluna CD - Suplementagéo sulfato ferroso - 0 ndo / 1 sim
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Coluna CE - Uso de pantogar/polivitaminico - 0 ndo / 1 sim
Coluna CF — Uso de auxina tricéogena - 0 ndo / 1 sim
Coluna CG — Uso de difenciprona - 0 ndo / 1 sim
Coluna CH — Uso de Clear/shampoo anti caspa - 0 ndo / 1 sim
Coluna CI — Uso de dermavit - 0 ndo/ 1 sim
Coluna CJ -Uso de antralina - 0 ndo / 1 sim
Coluna CK — Uso de complexo B - 0 ndo/ 1 sim
Coluna CL — Uso de fluoxetina- 0 ndo / 1 sim
Coluna CM -Uso de metotrexato - 0 ndo / 1 sim
Coluna CN — Uso de tilbendazol/albendazol - 0 ndo / 1 sim
Coluna CO - Uso de anti-histaminico - 0 ndo / 1 sim
Coluna CP — Suplementac¢édo vitamina D - 0 ndo / 1 sim

Coluna CQ — Suplementacéo CaCo3 - 0 ndo / 1sim



Fatores sugestivos

9. 2 — Fatores histopatologicos sugestivos

ALOPECIA CICATRICIAL
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ALOPECIA NAO CICATRICIAL

Glandulas sebaceas diminuidas ou ausentes

Infiltrado inflamatdrio liquenoide folicular

Pseudo-hiperplasia do musculo eretor do pelo

Fibrose perifolicular/ interfolicular

Glandulas sebaceas normais

Infiltrado inflamatério peribulbar ndo
liquenoide
Densidade folicular aparentemente preservada

Aumento no nimero de foliculos miniaturizados



55

9. 3 — Permissao para anexar artigo a tese

12/01/2023 15:44 Gmail - Manuscript: SAD-2022-4-14/R1 RESUBMISSION - Scarring vs. Non-scarring alopecia: an interobserver histopatholo...

M Gmall Amanda Botega <araujobotega@gmail.com>

Manuscript: SAD-2022-4-14/R1 RESUBMISSION - Scarring vs. Non-scarring alopecia: an interobserver histopathologic
reproducibility study

Rights and i com: 12 de janeiro de 2023 as 11:52
Para: Amanda Botega <araujobotega@gmail.com>

Dear Amanda,

Thank you for your email. As to your request, | am pleased to inform you that permission is granted hereby to reprint your articie

DOI: 10.1159/000526966 - Scarring vs. N ing alopecia: an ity study

Authors: Amanda Araujo dos Reis Botega (Co-author), Carolina Viza Amorim (Co-author), Fernanda Teixeira (Co-author), Cristina Diniz Borges Figueira de Mello (Co-author),
Rafael Fantelli Stelini (Co-author), Paulo Eduardo Neves Ferreira Velho (Co-author), Maria Leticia Cintra (Corresponding author

as a chapter in the printed and ic version of your It , provided that proper credit will be given to the original source and that S. Karger AG,
Basel will be mentioned.

Please note that this is a non-exclusive permission, hence any further use, edition, translation or distribution, either in print or i requires written ission again as
this permission is valid for the above mentioned purpose only.

This i applies only to i content that S. Karger AG owns, and not to copyrighted content from other sources. If any material in our work appears with credit to
another source, you must also obtain permission from the original source cited in our work. All content reproduced from copyrighted material owned by S. Karger AG remains the
sole and exclusive property of S. Karger AG. The right to grant permission to a third party is reserved solely by S. Karger AG.

Thank you for your understanding and cooperation.
Hopefully, | have been of assistance to you with the above.

Kind regards

Samuel Lei

Rights & Permission Manager
ePartner Manager
+4161306 1276
s.lei@karger.com

[
Karger<
S. Karger AG - Allschwilerstrasse 10 - 4009 Basel - Switzerland

+41 61306 11 11 - karger.com

Follow us on Facebook * Twitter - Linkedin - YouTube

Von: Amanda Botega <araujobolega@gmail.com>
Gesendet: Donnerstag, 12. Januar 2023 14:07
An: Rights and i pel com>

[Texto das mensagens anteriores oculto]

[Texto das mensagens anteriores oculto]

image001.png

1L
Karger < =

https://mail.google.com/mail/u/0/?ik=aec2b9a8aa&view=pt&search=; 1=msg-f%3A1754828773736920997&simpl=msg-f%3A1754828... 1/1



