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RESUMO

As cicatrizes queloideanas atualmente séo consideradas processos inflamatorios cronicos e ndo
mais neoplasias benignas da pele. Definimos queloides como cicatrizes patoldgicas
hiperproliferativas fortemente inflamadas. Os fatores de crescimento e as citocinas apresentam
fungBes importantes na fisiopatologia inflamatéria do queloide. Objetiva-se com esse estudo a
andlise da expressao in situ do RNAm de algumas citocinas e fatores de crescimento na cicatriz
queloideana em comparacao com cicatrizes normais, dentre elas citamos TFG-f, FGF, IL-33,
IL-22, arginase-1 e 2, INOS, VIP e VIP-R1, TAC e TAC-R1. O estudo da expressao dessas
substancias nos queloides pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos de
formagé&o dessa cicatriz, de tal forma que a manipulacéo desses fatores na ferida possa ser uma
estratégia terapéutica para reduzir o processo de formacdo de queloides. Para isso coletamos
amostra de tecido cicatricial por biopsia de cicatriz queloideana e de cicatriz normotréfica, apds
armazenamento em RNA later, o material foi processado para extragdo do RNAm, confeccdo
de cDNA e finalmente realizacdo de gPCR. Foram avaliadas 98 bidpsias, sendo 53 de pacientes
com queloide e 45 cicatrizes normais. A idade dos pacientes portadores de queloide variou de
11 a 73 anos, com média de idade de 28 anos, predominancia do género feminino em 58,5% e
da etnia negra em 64,15% dos pacientes, e localizacdo no I6bulo da orelha em 73,6% dos casos.
Encontramos significativamente uma maior expressdo de RNAm para TGF-f, IL-22 e ARG-1
nos queloides quando comparados as cicatrizes normais. Para IL-33, ARG-2 e VIP-R1 apesar
do maior numero de cépias de RNAmM encontrado nos queloides, essa diferenca nao foi
significativa. Os niveis de RNAm das amostras estudadas ndo foram detectaveis para FGF,
INOS, VIP, TAC e TAC-R1 e, portanto, os achados dessas substancias foram inconclusivos
nesse estudo. Portanto, entender os mecanismos celulares e moleculares que controlam a
resposta inflamatéria durante a cicatrizacdo cutanea podera promover estratégias para melhorar
o tratamento de milhares de pacientes afetados pelas patologias cicatriciais ao redor do mundo.
Enfim, novos estudos para o entendimento da associacdo dessas moléculas com os queloides se

fazem necessarios.

PALAVRAS-CHAVES: queloide, cicatrizacao, citocinas.



ABSTRACT

Keloid scars are currently considered a chronic inflammatory process and no more a benign
skin tumor. We define keloids as heavily inflamed hyperproliferative pathological scars.
Growth factors and cytokines have important functions in the keloid inflammatory
etiopathogenesis. The aim of this study was to analyze the in situ expression of TGF-, FGF,
IL-33, IL-22, arginase-1 and 2, iNOS , VIP and VIP-R1, TAC and TAC-R1 in keloid and
normal scars. The study of the expression of these substances in keloids can help in
understanding the pathophysiological mechanisms of this scar formation, so that the
manipulation of these factors and interleukins in the wound may be a therapeutic strategy to
reduce the process of keloid formation. For this we collected a scar tissue sample by keloid scar
and normotrophic scar, after storage in later RNA, the material was processed for mRNA
extraction, cDNA preparation and finally gPCR. 98 biopsies were evaluated, 53 of which had
keloid and 45 normal scars. The age of patients with keloid ranged from 11 to 73 years, with a
mean age of 28 years, there was predominance of the female gender with 58.5%, 64.15% of the
patients belonged to the black ethnic group, and the most common location was in the earlobe
in 73.6% of the cases. We found significantly greater expression of TGF-, IL-22 and ARG-1
in keloids when compared to normal scars. For IL-33, ARG-2 and VIP-R1, despite the higher
number of copies of MRNA found in keloids, this difference was not significant. However, for
FGF, INOS, VIP, TAC and TAC-R1 the mRNA levels were not detectable, and therefore the
findings of these substances were inconclusive in this study. So, understanding the cellular and
molecular mechanisms that control the inflammatory response during cutaneous healing may
promote  strategies to improve the treatment of patients with  keloids.

Finally, new studies to understand the association of these molecules with keloids are necessary.

KEYWORDS: keloid scar, wound healing, citokines.
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1- INTRODUCAO

1.1. PROCESSO DE CICATRIZACAO DE FERIDAS

O reparo de feridas cuténeas requer interagdes complexas e altamente coordenadas
entre queratindcitos, fibroblastos e células imunes para restaurar a barreira epidérmica e
a arquitetura do tecido apés lesdo aguda. A cicatrizacdo nada mais é do que uma tentativa
bioldgica de restaurar a integridade do tecido lesado, através da reposicdo por um tecido
conjuntivo neoformado néo especializado. Para que uma cicatriz seja considerada normal
€ necessario que haja equilibrio entre o depdsito e a reabsorcdo de colageno no tecido
fibroso cicatricial. (HOCHMAN, B., LOCALI, R. F., OLIVEIRA, L. Q. R., FERREIRA,
L. M, 2004)

A cicatrizacdo envolve uma sequéncia de fases: inflamatoria, fibroplasia e
maturacdo, que sdo mediadas por células, citocinas, fatores de crescimento e fatores
quimiotéticos que se organizam harmoniosamente para resultar numa cicatriz normal,
estética e funcional. O processo cicatricial inicia-se imediatamente ap6s a lesdo dos
tecidos, e os primeiros mediadores quimicos liberados apds a injuria tecidual visam a
hemostasia, atraves de vasoespasmo e a formacao do coagulo. (SLEMP; KIRSCHNER,
2006)

Todo esse processo ocorre mediado inicialmente pelas plaguetas na hemostasia
priméaria, com formacdo do tampdo plaquetario, e pelas células endoteliais que liberam
substancias como tromboxanas que interferem na contratilidade da musculatura lisa
vascular, promovendo vasoconstricdo. (FROJIMOVIC; MILTON, 1982) A degranulacédo
plaquetéria libera potentes fatores de crescimento como o fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator beta
transformador do crescimento (TGF-B). Esses fatores sdo quimiotaticos e atuam nas
células epidérmicas, neutréfilos, macrofagos, mastocitos, células endoteliais e
fibroblastos. Posteriormente é iniciada a hemostasia secundaria, atraves do fator de
Hageman (XII da coagulagéo) e o fator tecidual ativado que iniciam uma cascata de
reacOes que levam a transformacdo da protrombina em trombina. A trombina cliva o

fibrinogénio em fibrina, que é responsavel pela formacéo do coagulo. O sistema gerador



de cininas esta associado ao sistema de coagulacéo, ja que o fator de Hageman ativado
contribui para transformar a pré-calicreina em calicreina, que atua na globulina, e o
cinindgeno para formar bradicinina. A bradicinina ativa a fosfolipase C, que transforma
fofolipideos em &cido araquiddnico por acdo de ciclooxigenases. O acido araquiddnico
origina prostaglandinas, e estas, por sua vez, agem em receptores de varias células para
controlar a atividades dos macréfagos e linfocitos, como mediadores inflamatorios,
induzindo a vasodilatacéo, e assim iniciam-se os sinais clinicos da inflamag&o como rubor
e calor. (LIU, C. Y. C,, S, 1990).

A fase inflamatdria da cicatrizacdo inicia-se quando uma lesdo ativa a cascata da
coagulacdo, das cininas e dos complementos, promovendo a liberacdo de numerosos
mediadores vasoativos e fatores quimiotaticos, que estimulam a migracdo de células
inflamatdrias para o sitio da ferida. (NICOLETIS; BAZIN; LOUS, 1977) Nas primeiras
24h apds o trauma tecidual, neutrofilos desbridam a lesdo, e sdo responsaveis pela
fagocitose de corpos estranhos e pela limpeza da ferida. Ap6s 48 a 72 horas, 0 processo
cicatricial normal transita da fase inflamatoria para a fase proliferativa, e a principal célula
responsavel por guiar todo esse processo € o macrofago, que libera fatores quimiotaticos
que atraem os fibroblastos para ferida, responsaveis pela producao da matriz extracelular.
Feridas profundas e extensas, como queimaduras, trauma de partes moles, podem
prolongar a fase inflamatdria, com aumento da concentracdo de citocinas pro-fibroticas,
como: PDGF, TGF-B, fator 1 do crescimento insulino-like, que podem levar a formagéao
de cicatrizes hiperproliferativas. Depois da hemostasia e do desbridamento da ferida pelas
células inflamatorias, é necessario que a derme danificada comece o processo de
reparacao, com a formacéo do tecido de granulacdo. (KISCHER et al., 1989)

Outras citocinas sdo geradas ainda durante a fase inflamatdria do processo
cicatricial, principalmente pelas plaquetas, leucécitos polimorfonucleares (PMNSs),
macréfagos, como 0 TGF-B, interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF a)
e a interleucina 6 (IL-6) que sdo agentes importantes nas reacoes locais e sistémicas apds
agressoes aos tecidos. (ELIAS et al., 1987)

ApoOs a degradacdo do codgulo, rico em fibrina, pela plasmina, ocorre sua
subtituicdo por uma matriz rica em fibronectina e &cido hialurénico. (LOWRY, 1993) A
fase proliferativa é composta de trés eventos importantes que sucedem o periodo de maior
atividade da fase inflamatdria: neo-angiogénese, fibroplasia e epitelizacdo. Este fase
caracteriza-se pela formacdo de tecido de granulagdo, que é constituido por um leito

capilar, fibroblastos, macrofagos, um frouxo arranjo de colageno, fibronectina e acido



hialurdnico. Esta fase inicia-se por volta do 3° dia apds a lesdo, perdura por duas a trés
semanas e € o marco inicial da formacéo da cicatriz. A neo-angiogénese € o processo de
formacédo de novos vasos sangliineos, necessaria para manter o ambiente de cicatrizacdo
da ferida. Em todas as feridas, o suprimento sanguineo dos fibroblastos responsaveis pela
sintese de colageno provém de um intenso crescimento de novos vasos, caracterizando a
cicatrizacdo por segunda intencdo e o tecido de granulacdo. Os novos vasos formam-se a
partir de brotos endoteliais sélidos, que migram no sentido da periferia para o centro da
ferida, sobre a malha de fibrina depositada no leito da ferida. A bradicinina, a
prostaglandina e outros mediadores quimicos oriundos dos macréfagos, ativados,
estimulam a migracgdo e a mitose das células endoteliais. A neo-angiogénese é responsavel
ndo apenas pela nutricdo do tecido, com uma demanda metabdlica maior, como também
pelo aumento do aporte de células, como macréfagos e fibroblastos, para o local da ferida.
(GONZALEZ, A. C. D. O. C., TILA FORTUNA; MEDRADO, ALENA RIBEIRO
ALVES PEIXOTO, 2016).

Durante a fase proliferativa da cicatrizacéo, fibroblastos sdo recrutados para a
ferida a fim de sintetizar o andaime para reparacdo tecidual, chamado de matriz
extracelular (MEC). A fibroplasia é caracterizada pela formacéo de colageno, principal
componente da MEC, pelos fibroblastos atraidos para o local da ferida. Ap6s o trauma,
células mesenquimais normalmente quiescentes e esparsas no tecido normal, sdo
transformadas em fibroblastos e atraidas para o local inflamatério, onde se dividem e
produzem os componentes da MEC. O fibroblasto sé aparece no sitio da lesdo a partir do
3° dia, quando os PMNss ja fizeram seu papel higienizador da area traumatizada. A funcédo
primordial dos fibroblastos é sintetizar colageno. O colageno é uma proteina de alto peso
molecular, composta de glicina, prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina, que se
organiza em cadeias longas de trés feixes polipeptidicos em forma de hélice, responsaveis
pela forca da cicatriz. A sintese de colageno é dependente da oxigenacdo das células, da
hidroxilacdo da prolina e lisina, reacdo essa mediada por uma enzima produzida pelo
proprio fibroblasto, em presenca de co-enzimas (vitaminas A, C e E), ferro, testosterona,
tiroxina, proteinas e zinco. O colageno € o material responsavel pela sustentacéo e pela
forca ténsil da cicatriz, produzido e degradado continuamente pelos fibroblastos.
(MARTIN, 1997)

No processo inicial da reepitelizacdo, ha a migracdo de células epidérmicas
provenientes dos foliculos pilosos e outros anexos cutaneos para o epitélio. Apds sua

migracdo, h4 aumento da proliferacdo epitelial nas margens da ferida, para produzir a



aderéncia das células necessarias a cobertura. Os queratinocitos auxiliam nesse processo,
produzindo fibronectina, colagenase e colageno tipo V. A fibronectina é um importante
componente da matriz e promove aderéncia dos queratindcitos. Os queratindcitos sdo
fonte de fatores de crescimento e estdo envolvidos no processo inflamatorio e
imunolodgico da ferida. (MCCAULEY et al., 1992)

Por fim, na dltima fase da cicatrizacdo, a fase de maturacdo e remodelamento,
ocorre a contracdo da ferida através de um movimento centripeto das bordas com o
objetivo de fechamento em conjunto para a formacéo do tecido cicatricial. Os fibroblastos
sdo as células mais importantes nesse processo. Eles sdo submetidos a mudancas
fendtipicas durante a formacdo do tecido de granulacdo, cuja etapa final resulta em
miofibroblastos que modificam continuamente sua interacdo com a MEC. Essas células
contém estrutura especializada, conectando seus microfilamentos, as fibronectinas, que
interagem com as fibras colagenas. Quando os microfilamentos se contraem, a forca é
transmitida para toda a matriz, mediando o processo de contracdo. No queloide, os
miofibroblastos estdo geralmente ausentes. Ainda nesse processo de remodelacao, ocorre
a maturacdo da ferida ap6s a 3% semana e caracteriza-se por um aumento da resisténcia,
sem aumento na quantidade de colageno. Ha um equilibrio de producéo e destruicdo das
fibras de coladgeno neste periodo, por acdo da colagenase. Dentre as colagenases,
destacamos as metaloproteinases (MMP), que sdo enzimas que digerem proteinas da
MEC e que apresentam funcBGes importantes em diversos estagios da cicatrizacao,
reparacao tecidual e remodelacdo. A investigacdo da expressdao das MMP € de grande
interesse  em estudos sobre os processos fisiopatoldgicos das cicatrizes
hiperproliferativas. O desequilibrio da relacdo entre producédo e degradacao do colageno
favorece o aparecimento de cicatrizes hipertréficas e queloides. O aumento da resisténcia
ténsil cicatricial deve-se a remodelagem das fibras de colageno, com aumento das
ligacGes transversas e melhor alinhamento do coldgeno, ao longo das linhas de tenséo. A
fase de maturacdo dura toda a vida da ferida, embora o aumento da forca ténsil se
estabilize, ap6s um ano, em 70 a 80% da pele intacta. (SZEZERBATY, 2016)

As varias fases do processo cicatricial sdo reguladas em nivel bioguimico por
sinalizadores. Familias de moléculas, incluindo TGF-B, proteinas ativadoras da mitose e
MMP trabalham em conjunto para regular a cicatrizacdo normal. As moléculas que
efetuam a conexdo dos sinalizadores e as fases do processo cicatricial ainda estéo
incompletamente elucidadas. A complexidade desse sistema é vulneravel a formacéo de
cicatrizes andbmalas. (CARVALHAES et al., 2015)



1.2. CICATRIZACAO PATOLOGICA: QUELOIDE

1.2.1. DEFINICAO E ASPECTOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

O processo de reparo de uma ferida abrange amplo espectro de resultados, desde
auséncia de cicatrizagdo até cicatrizes hiperproliferativas. Dentre as cicatrizes
hiperproliferativas, destacam-se 0s queloides e as cicatrizes hipertréficas. Os queloides
sdo cicatrizes que respondem de maneira exagerada a uma lesdo cutanea. O queloide foi
descrito ha mais de trés milénios nos Papiros de Smith. Porém, quem primeiro o
descreveu na literatura cientifica foi Jean Louis Alibert em 1806, denominando-o de
"cancroide", termo posteriormente substituido por "queloide" (do grego: kelth = tumor +
eidoz = forma), para evitar confusdo com o cancer e suas conotacdes. (FERREIRA et al.,
2009)

O queloide caracteriza-se por estender-se lateralmente para os tecidos adjacentes
em relacdo ao ponto de origem, € uma cicatriz espessa e elevada, de superficie bocelada
ou lisa, e de coloracdo variando entre cor de pele, avermelhada ou hipercromica. Essa
lesdo pode ter crescimento continuo ou intermitente, com auséncia de regressdo
significativa, e com alta tendéncia a recidiva apos a ressec¢do. (APPLETON; BROWN;
WILLOUGHBY, 1996)

O principal diagnoéstico diferencial do queloide a ser considerado € a cicatriz
hipertréfica. As cicatrizes hipertroficas possuem um crescimento limitado a lesdo que a
originou com tendéncia a regressdo espontanea apds nove meses. Alguns autores
consideram queloides e cicatrizes hipertréficas como graus variados de expressao da
mesma doenga, enquanto outros consideram a fisiopatogenia entre as duas
completamente diferente. (KISCHER; SHETLAR; CHVAPIL, 1982)

Este fato poderia ser refletido pela dificuldade, as vezes existente, em diferenciar
clinicamente o queloide da cicatriz hipertrofica, onde apenas o exame histopatologico
pode fazer o diagndstico. No queloide as fibras colagenas ficam dispostas em nodulos e



de forma aleatdria, estando entremeadas com abundante mucina e praticamente com
auséncia de fibras elésticas, enquanto na cicatriz hipertréfica as fibras se dispdem de
forma mais ordenada e formando feixes paralelos. Porém, na periferia do queloide
comumente observam-se fibrilas colagenas dispostas similarmente a uma cicatriz
normotrofica. O estudo histoldgico do tecido queloideano revela abundante coldgeno do
Tipo | (colédgeno adulto) e uma proporcdo aumentada do coldgeno Tipo Il (colédgeno
fetal). Os foliculos pilosos e as glandulas sebaceas estdo ausentes ou bastante diminuidos.
Na microscopia eletrénica, os queloides apresentam sinais de serem hipoxicos, como
evidenciado pela exuberancia da camada endotelial dos vasos sanguineos. (ROCKWELL;
COHEN; EHRLICH, 1989)

FIGURA 1. Aspecto clinico tipico de queloides em orelha, cicatriz de cesariana e dorso,

respectivamente.

Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 2. Aspecto clinico da cicatriz hipertréfica abdominal e toracica.



Fonte: Arquivo pessoal.

As queixas principais dos pacientes portadores de queloide sdo: dor, prurido e
grande desconforto estético. Apresenta uma fase de atividade, exibindo sinais e sintomas,
e uma fase de inatividade ou estavel, sem a presenca dos mesmos. Na fase de atividade,
além de um objetivo e gradativo crescimento, os sintomas mais frequentes sdo o prurido
(74%), a dor (19,1%), presenca de infeccdo (1,5%) e a evolucdo para ulceracdo (0,6%).
(HOCHMAN, B., LOCALI, R. F., OLIVEIRA, L. Q. R., FERREIRA, L. M, 2004) Cabe
salientar também a importancia da perturbacdo pessoal em termos de estética (56,8%).
(DATUBO-BROWN, 1990)

A maioria das lesdes (92,3%) localiza-se em posi¢do superior ao abdome. Os
I6bulos das orelhas e a regido pré-esternal sdo os locais mais frequentes, seguidas pela

regido lateral da face, pescoco, ombro e dorso. (REIS, 1994)

O queloide também pode ter um carater temporal, pois pode desenvolver-se num
determinado local do corpo, a partir de uma inciséo cirurgica e, futuramente, uma nova
incisdo no mesmo local, ou imediatamente vizinho, pode ndo desenvolver esse disturbio
cicatricial. Tem um carater imprevisivel e uma evolucao individualizada em cada caso.
Regibes da pele com insercbes de fibras musculares ou com variagfes especificas na
estrutura da camada dérmica, como a placa aréolo-papilar da mama, pénis, escroto e
palpebras sdo raramente afetados por queloide, por motivos ainda ndo esclarecidos.
(HOCHMAN, B., LOCALI, R. F., OLIVEIRA, L. Q. R., FERREIRA, L. M, 2004)



Estatisticas nos Estados Unidos demonstram uma prevaléncia de 1,5% de pessoas
portadoras de queloide em relacdo & populagdo total. Na Africa as estatisticas chegam a
demonstrar uma alta prevaléncia que gira em torno de 6%. (OLUWASANMI, 1974) No
Brasil, o queloide é uma leséo frequente, apesar de nao existir estatisticas precisas sobre
0 assunto, principalmente devido a miscigenacgéo populacional. A incidéncia de queloides
em pessoas de etnia afrodescendente varia de 4,5% a 16%, aproximadamente 15 vezes
mais do que na etnia branca. (MCCAULEY et al., 1992) O queloide, por ser mais
frequente em afrodescendentes, orientais e hispanicos, tem sido associado a presenca de
melandcitos, melanina ou horménio alfa-estimulante dos melanécitos. (HOCHMAN,
BERNARDO 2012)

A frequéncia maior de queloides encontra-se em pacientes jovens, entre 10 a 30
anos, com risco maior na segunda década de vida, fato associado a influéncia dos
horménios sexuais. O queloide ocorre com predisposicdo maior em pessoas do género
feminino em relacdo ao masculino. Relata-se quase o dobro (1,8/1) de incidéncia em
mulheres em relacdo a homens, embora alguns pesquisadores ndo encontraram correlagao
entre o risco de desenvolver queloide e o género. (SCHIERLE; SCHOLZ; LEMPERLE,
1997)

Acredita-se, atualmente, que ndo existe queloide espontaneo, e que as lesdes sem
causa aparente sdo provocadas por ferimentos puntiformes, ndo percebidos pelo paciente,
como pequenas pustulas, acne ou até picada de insetos. (FURTADO; HOCHMAN;
FARBER,; et al., 2012)

O objetivo terapéutico depende das queixas estéticas do paciente e sintomas
provocados pelo queloide. Embora a literatura sobre o assunto seja ampla, ainda nao ha

um tratamento estabelecido pela eficacia na cura do queloide. (GAUGLITZ, 2013)

A corticoterapia e considerada uma primeira linha de tratamento para queloide. A
triancinolona tem sido utilizada em queloides desde 1965 por sua alta eficacia. Seu efeito
maior é na fase inflamatéria e proliferativa, interferindo no eritema e edema locais
decorrentes da dilatacdo capilar. Ha indicios de sua acdo na atividade fagocitaria de
macrofagos e modulacdo da funcédo dos fibroblastos na sintese do colageno. (WONG et
al., 2016) A infiltracdo intralesional de triancinolona tem adquirido importante papel
tanto na profilaxia e no tratamento do queloide. Apesar da melhora relativa,

frequentemente ndo ocorre uma regressdo completa da lesdo. (TRISLIANA



PERDANASARI et al., 2014) O corticosteroide (CE) inibe a sintese proteica e a migracao
dos fibroblastos, mas o exato mecanismo da reducdo do colédgeno ainda permanece ndo
completamente esclarecido. Contudo, essas infiltragdes acarretam, num curto periodo,
uma significativa regressdo dos sintomas como prurido e dor, além de reduzirem o
volume da lesdo. Porém, os principais efeitos colaterais locais sdo atrofia, ulceracdo,
despigmentacdo e telangiectasias, presenca de depésitos brancos de corticoide na cicatriz,
principalmente depois de repetidas infiltragdes. (ROQUES; TEOT, 2008) A associagdo
da resseccéo cirdargica com a infiltracdo intralesional de CE reduz o indice de recidiva
para menos de 25%. (DONKOR, 2007; ROSEN et al., 2007)

A resseccao operatoria da lesdo, que ha mais de um século foi praticamente o
Unico tratamento do queloide, ja se mostrou ineficaz como método isolado. A exérese
sem outra associacao terapéutica apresenta um indice de recidiva que varia de 45% a
100%, principalmente quando operados queloides em atividade. Quando associamos a
cirurgia com corticoterapia a taxa de recidiva reduz para 15 a 30%, a depender da
metodologia da infiltracdo do corticoide. Enquanto que a associacdo pds-operatéria da
betaterapia reduz a recorréncia para 10 a 15%. (AGBENORKU, 2000; SCLAFANI et
al., 1996)

E preferivel ressecar uma lesio queloideana na fase de inatividade. Nesse caso, a
excisdo do queloide deve ser preferencialmente, total e justalesional, ou seja,
imediatamente na transicdo com a pele integra, com retirada completa do tecido fibroso
excedente. Se a lesdo estiver em fase de atividade, € mais conveniente aguardar até a fase
de inatividade para resseca-la. (TAN et al., 2010) Para isso, deve-se explicar
detalhadamente ao paciente 0 motivo dessa espera, e se necessario, orientd-lo a utilizar
outras medidas para amenizar o desconforto, como compressdo elastica e hidratacédo
local. Nos casos em que houver necessidade de ressecar o queloide em plena fase de
atividade, excisa-se internamente a lesdo deixando intacta a margem periférica do
queloide (cerca de 2 mm), isto ¢, fazendo-se uma ressecgdo intralesional e ndo uma
retirada total da lesdo. Assim sendo, as margens da lesdo ja ndo teriam, teoricamente, um
potencial de atividade proliferativa. (OGAWA, 2010)

Atualmente, ainda a melhor opcdo de associacdo &€ a complementacdo por
betaterapia, ap0s 24 a 48 horas da excisdo do queloide, com o intuito de atenuar a

fibroplasia. Indica-se o inicio da betaterapia apds 24-48 horas da excisdo, com o estroncio,



numa carga total de 2.000 cGy na cicatriz de cada queloide ressecado, fracionada em 10
sessdes de 200 cGy em dias alternados. O efeito adverso mais comum da betaterapia é a
discromia da cicatriz, geralmente representada pela hiperpigmentacdo. Como a
betaterapia provoca uma diminuicéo da fibroplasia, € conveniente, as vezes, retardar a
retirada dos fios de sutura a fim de evitar deiscéncias parciais, que poderiam precipitar a
recidiva do queloide pela cicatrizacdo por segunda intencdo. Em criangas, pelo efeito
radioativo pode ser descrita a inducdo de neoplasias tardias, entdo tentamos evitar abaixo
dos 12 anos de idade. (SALLSTROM et al., 1989)

Outras modalidades de tratamento do queloide incluem a operacdo com laser de
dioxido de carbono, luz pulsada, a criocirurgia com nitrogénio liquido, o uso do 5-
fluoruracil, do tamoxifeno, imiquimode, &cido retindico e da toxina botulinica.
Modalidades estas que, apesar de promissoras, ainda nao possuem a eficécia cientifica
comprovada e equiparada ao tripé de tratamento: corticoide, cirurgia e betaterapia.
(BRUDNIK; PODOLEC-RUBIS; WOJAS-PELC, 2006)

O queloide recidivado, na maioria das vezes, ¢ maior que a lesdo original. A
recidiva ocorre em 37% dos casos até o 6° més apos a resseccdo, 29% entre o0 7° e 12°
més, 9% entre 0 13° a 18° més e 10% do 19° ao 24° més. Portanto, o pico de incidéncia
de recidiva ocorre ao longo do primeiro ano apds o tratamento. Por isso, Vvarios
pesquisadores preferem esperar trés a cinco anos antes de considerar que a terapia
utilizada foi definitivamente curativa. (AL-ATTAR et al., 2006)

Cicatrizes queloideanas que se originaram a partir de feridas infectadas,
apresentam maior indice de recidiva que as oriundas de cicatrizes operatorias. Porém, ndo
existe diferenca significante na relacdo sucesso/recidiva pds-operatéria em relacdo ao
tamanho original da lesdo (para semelhantes graus de tensdo na sutura), em relagdo a
idade da lesdo para queloides ja inativos, e em relacdo a etnia da pessoa ja operada.
(PARK; CHANG, 2015) Entretanto, o indice de recidiva € maior quando sao ressecadas
lesBes ativas, isto é, que estavam em crescimento ou com sintomas & época da operacao.
Portanto, prurido e/ou dor representam prognésticos mais desfavoraveis. Também, a
presenca de varios queloides simultaneos piora o progndstico, em relagdo a presenca de
um unico queloide. De qualquer forma, recidiva anterior ndo representa necessariamente

uma contraindicagdo para uma nova excisdo. (PARK et al., 2011)



Em termos de profilaxia, ha pouco disponivel, merecendo destaque a compresséo
mecanica de uma ferida operatoria recente em paciente com tendéncia a desenvolver
queloide. A compressdo deve ser continua, e pode ser exercida por vestes elasticas
excedendo 24 mmHg, a qual reorientaria os feixes de fibras colagenas. Laminas de
silicone com malhas elasticas tem obtido um sucesso relativo no tratamento preventivo
do queloide. Embora o mecanismo ainda ndo esteja completamente esclarecido, cogita-
se, em virtude de sua impermeabilidade sobre o estrato cérneo, numa continua hidratacéo
cutanea, com reducédo da hiperemia e da fibrose incipiente. Todavia, essas laminas ndo
sdo indicadas sobre cicatrizes queloideanas inativas ou antigas. S0 possuem efeito quando
aplicadas em cicatrizes imaturas, até 12 a 18 meses ap0s o trauma ou cirurgia. (GOLD et
al., 2001)

1.2.2. ETIOLOGIA E FISIOPATOGENIA

A etiologia desse disturbio ainda esté insuficientemente esclarecida. Apesar de ser
classificado como uma disfuncéo cicatricial hiperproliferativa, o queloide é caracterizado
pela hiperproducdo de colageno, e secundariamente por uma hiperproliferacdo de
fibroblastos na derme. O fibroblasto, secretando colagenase, manteria o balanco
sintese/degradacdo da cicatriz regulando seu tamanho, ja que a neoformacao colagena
pode manter-se normalmente por até 12 meses. O periodo critico do processo de
cicatrizacdo, quando o equilibrio entre a sintese e a lise de colageno se desfaz, geralmente
ocorre na 32 ou 4% semana apos a lesdo. Nesse momento, por motivo ainda ndo esclarecido,
nos casos de queloide a sintese torna-se maior que a lise, ou esta menor que a sintese, por
tempo indefinido. (HOCHMAN, B.; NAHAS; et al., 2008)

A literatura aponta varias modalidades de pesquisa a procura da etiopatogenia do
queloide. Evidéncias genéticas definitivas quanto ao queloide ainda ndo ficaram
comprovadas, mas evidéncias sugerem polimorfismos de nucleotideos isolados, em
quatro loci de trés cromossomos, associam-se significativamente com desenvolvimento
de queloides na populacéo japonesa. Existe um polimorfismo (rs8032158) que se associa
com a gravidade clinica do queloide. Mas existem provavelmente outros fatores genéticos
ainda néo identificados. (NAKASHIMA et al., 2010)



Sugeriu-se a hipdtese de que a suscetibilidade ou risco pessoal em desenvolver
queloide poderia ser apenas um fator predisponente, e ndo um fator de heranca genética
determinante propriamente dita. Evidéncias enddcrinas apontam um aumento
significativo de incidéncia de queloide na puberdade, num periodo de exaltacdo e
amadurecimento do eixo hipofisario-gonadal e a exacerbacdo do queloide durante e
gestacdo, com uma relativa regressdo na menopausa. A preponderéncia em adolescentes
e também em gestantes esta relacionada aos hormonios sexuais, estrogenos e andrdgenos,

que possuem efeitos vasodilatadores e intensificam a inflamacao. (KOONIN, 1964)

O Hormonio Estimulante dos Melandcitos, também conhecido por Hormonio
Melanotrofico ou Melanotrofina, também poderia influir na formacdo do queloide. O
queloide é mais frequente em regides da pele onde hd maior concentracéo de melandcitos.
Areas pouco pigmentadas e com deficiéncia de glandulas sebéaceas sdo raramente locais
de queloide. Essa lesdo também é quase inexistente na planta do pé e na palma da méo,
mesmo em pessoas portadoras de cicatrizes queloideanas, apesar de essas regides estarem
constantemente sujeitas a atritos e ferimentos. O queloide tampouco foi descrito em
pessoas albinas. Paradoxalmente, o fator melanocitico, propriamente dito, esta ausente ou

presente em quantidades infimas em lesdes queloideanas. (SONG, 2014)

Evidéncias vasculares também demonstram que pacientes com hipertensdo
arterial severa, mais frequentes na populacdo afrodescendente, apresentam uma
incidéncia com significancia estatistica maior para apresentar queloide em relacdo a
individuos com pressdo arterial normal, tanto em pessoas negroides ou caucasoides. Esse
tipo de hipertenséo arterial, que responde ao enalapril (enzima inibidora da conversao da
angiotensina 11), demonstrou resultados favoraveis no sentido de regredir casos de
queloide durante o tratamento da hipertensao severa pelo medicamento, a despeito dessas

lesBes ndo serem responsivas & maioria dos tratamentos. (HUANG; OGAWA, 2014)

As pesquisas envolvendo evidéncias imunologicas revelam que a imunoglobulina
E (IgE) também poderia participar no queloide, a medida que o nivel sérico dessa
imunoglobulina estd diretamente relacionado ao nivel de histamina mastocitaria
aumentada no tecido queloideano; pessoas com historia de doencgas atopicas e alergias
sdo mais frequentemente encontradas nos portadores de queloide, em relagdo as pessoas
com cicatrizacdo normal. Ainda, pessoas do grupo sanguineo A tem mostrado maior
predisposicéo ao queloide. (SMITH; SMITH; FINN, 1987)



Vaérios fatores de risco locais aumentam ou prolongam a inflamacéo da derme
reticular durante o processo de cicatrizacdo. Um deles é infeccdo da ferida e forgas
mecanicas locais. Varios estudos suportam essa evidéncia. Primeiramente, queloides
assumem formas especificas em cada local do corpo, como em borboleta nos ombros, em
garra de caranguejo na regido anterior do torax. Isso sugere que o crescimento do queloide
é fortemente determinado pela direcdo da tensdo aplicada sobre a pele ao redor da ferida.
Por exemplo, na regido pré-esternal a direcdo da tensdo é horizontal pela contracdo do
musculo peitoral maior, portanto, os queloides dessa regido sempre apresentam
crescimento horizontal. (AKAISHI et al., 2008)

Os queloides, conforme ressaltamos, sdo multifatoriais relacionando-se com agentes
fisicos, quimicos, biolégicos e enddgenos. Parece haver predisposicdo genética, com
resposta imunitaria exacerbada relacionada a fatores emocionais. Apesar da
compreensdo, até o presente momento, sobre os mecanismos in vitro a respeito da
biologia da cicatrizacdo, ainda ndo se sabe o0 bastante sobre as a¢fes bioldgicas desses
fatores no queloide in vivo. Um problema chave que contribui para essa dificuldade reside
no fato do queloide ser descrito apenas em seres humanos, fator que tem tornado a
pesquisa experimental in vivo ainda muito incipiente. (FERREIRA et al., 2009;
HOCHMAN, B. et al., 2015)

Atualmente as cicatrizes queloideanas sdo consideradas processos inflamatorios
crbnicos e ndo mais neoplasias benignas da pele. Os queloides sdo cicatrizes que
respondem de maneira exagerada a uma lesdo ou irritagdo cutanea, incluindo trauma,
queimadura, cirurgia, brincos e piercings, acne e foliculite. Notavelmente, lesdes
superficiais que nao atingem a derme reticular nunca causam cicatrizes queloideanas. 1sso
sugere que os queloides surgem em consequéncia a lesdo desta camada de pele e a
cicatrizacdo patolégica de feridas € caracterizada por inflamagdo continua. Como
resultado, a derme reticular nos queloides contém celulas inflamatorias, aumento do
namero de fibroblastos, neoformacdo vascular e depoésitos de coldgeno. Se a camada
reticular é submetida a estimulacdo externa ou interna, a inflamacéo persiste e se torna
cada vez mais pronunciada, gerando-se cicatrizes patologicas. Portanto, definimos

queloides como cicatrizes patologicas fortemente inflamadas. (OGAWA, 2017)

Foi relatado que fatores pré-inflamatorios, como IL-1, IL-6 e TNF-a, sdo

expressos positivamente nos tecidos queloideanos. Como resultado, Dong et



al. especularam que os genes pro-inflamatérios na pele de pacientes com queloides sdo
sensiveis ao trauma, ou seja, que eles tendem a ser mais propensos a manter essa
regulagdo positiva do que 0s mesmos genes em outras pessoas. 1sso resulta em inflamagao
crénica que também explica o crescimento invasivo de queloides. Novamente, a
regulacdo positiva de fatores pré-inflamatorios em queloides sugere que, ao invés de
serem tumores cutaneos, queloides sdo distdrbios inflamatorios da pele, especificamente
disturbios inflamatdrios da derme reticular. (DONG; MAO; WEN, 2013)

Os fatores de crescimento e as citocinas apresentam fungdes importantes na
fisiopatologia inflamatdria do queloide. Varios estudos sugerem que a resposta imune
representa um papel significativo na patogénese das cicatrizes hiperproliferativas.
(MCCAULEY etal., 1992)

Com base nesses achados, objetiva-se com esse estudo a analise da expressao in situ
de algumas citocinas e fatores de crescimento na cicatriz queloideana em comparacgao
com cicatrizes normais, dentre elas citamos TFG-p, fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), Interleucina 33 (IL-33), Interleucina 22 (IL-22), arginase-1 e 2, éxido nitrico
sintase induzivel (iNOS), peptideo intestinal vasoativo (VIP) e receptor do peptideo
intestinal vasoativo (VIP-R1), taquicinina (TAC) e receptor de taquicinina (TAC-R1). O
estudo da expressdo dessas substancias nos queloides, algumas ja estudadas e outras nao,
pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos de formacdo dessa
cicatriz, de tal forma que a manipulacao da funcéo desses fatores e interleucinas na ferida
possa ser uma estratégia terapéutica bem recebida para reduzir o processo de formacéo
de queloides.

O TFG-p provavelmente é o fator mais fibrogénico associado a formacéo de cicatrizes
e 0 mais reconhecido por ter intima relacdo com formacao de queloides. Esse fator é um
quimiotatico forte para os fibroblastos, e induz sua ativacdo para formacédo do colageno e
da matriz extracelular. (LIU, W.; WANG; CAQO, 2004)

O Fator de crescimento do fibroblasto (FGF) é uma proteina tipicamente
mitogénica, com papel na organizacdo de queratindcitos e cicatrizacdo de feridas. Ele
promove angiogénese, proliferacdo de fibroblastos e crescimento da matriz extracelular.
(AKITA et al., 2008; BEENKEN; MOHAMMADI, 2009; NUNES et al., 2016)

A 1L-33 é um membro da familia de proteinas IL-1, produzido também por células

endoteliais e fibroblastos, e atua como um alarme para modular as respostas imunes e



inflamatdrias ao dano tecidual. Tem um papel na cicatrizacdo de feridas, reside em
queratinocitos da pele e sob condicdes de irritacdo e inflamacéo cutanea se comunicam
com neurdnios sensoriais desencadeando prurido. (TANIGUCHI et al., 2013)

A IL-22 é um membro de um grupo de citocinas chamado familia IL-10, uma
classe de potentes mediadores de respostas inflamatdrias celulares. Alguns estudos
investigaram o papel in vivo da IL-22 e descobriram que a sinalizacdo de I1L-22 € ativa
em fibroblastos, e que direciona a expressdo do gene da matriz extracelular e a
diferenciacdo do miofibroblasto, associando o papel da IL-22 na patogénese de doencas
fibroticas caracterizadas por defeitos no reparo tecidual mediado por fibroblastos. (JUN;
LAU, 2010a;2010b; KONG et al., 2012; MCGEE et al., 2013)

A arginase é uma enzima que catalisa a hidrélise da L-arginina em L-ornitina e
uréia. Possue duas isoformas, denominadas arginase tipo 1 e arginase tipo 2. A arginase
tipo 1 (ARG-1) é mais abundante no figado e é o principal responsavel pela detoxificacéo
da amdnia em uréia. A arginase tipo 2 (ARG-2) atua principalmente na producdo de
ornitina como um precursor de prolina e glutamato. (CALDWELL et al., 2015) Estudos
anteriores relacionaram alteragdes no metabolismo local da L-arginina, principalmente
mediado pelas enzimas arginase e pela 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), com a
cicatrizacdo patoldgica de feridas. No entanto, a contribuicdo da arginase para a cura de
feridas permanece obscura. (CAMPBELL et al., 2013)

O oxido nitrico (NO) é um biomarcador ativo conhecido por regular as fases de
cicatrizacdo de feridas e tem sido implicado na patogénese da doenca fibrética. O NO é
produzido pela 6xido nitrico sintase (NOS) que existe em trés isoformas, dentre elas a
INOS. (SONEJA; DREWS; MALINSKI, 2005) Um artigo de 2001 sugeriu que 0 exXcesso
de producéo de colageno em queloides possa ser atribuido a niveis mais elevados do que
o normal de d6xido nitrico, pois o radical livre € um estimulo conhecido para sintese de
colageno de fibroblastos. Além disso, prop6s que a epiderme basal seja uma fonte deste
oxido nitrico adicional. (COBBOLD, 2001)

O peptideo vasoativo intestinal (VIP) é um neuropeptideo originalmente isolado
como um vasodilatador. Ndo demorou muito para permear o campo da imunologia,
surpreendentes novos atributos para VIP foram encontrados nos ultimos anos,
possivelmente uma molécula semelhante a uma citocina. (DELGADO; POZO; GANEA,

2004) O VIP foi mostrado como um fator de crescimento para proliferacdo de



queratindcitos e como um modulador de migracdo celular, além de induzir liberacéo de
histamina por mastécitos causando vasodilatacdo. VIP pode ser envolvido na re-
inervacdo do tecido ferido, porém, at¢é o momento ndo existe uma associacao clara
descrita entre a expressdo de VIP e cicatrizes queloideanas. (ASHRAFI; BAGUNEID;
BAYAT, 2016; GONZALEZ etal., 1997; RAYAN et al., 1995; WOLLINA, 1993)

As taquicininas, exemplificadas pela substancia P, sdo uma das mais
intensamente estudadas familias de neuropeptideos, expressos em todo o sistema nervoso
e imunoldgico. Contribuem para maltiplos processos de doencas, incluindo inflamacéo,
dor e fibrose, e pode ser encontrada tanto no sistema nervoso central quanto no periférico.
Ha evidéncias emergentes de que a inervacdo cutanea pode desempenhar um papel
importante na cicatrizagdo de feridas. Numerosos neuropeptidios, como VIP e substancia
P, que sdo secretados por fibras nervosas sensoriais e autonémicas sdo uma parte essencial
durante distintas fases da cicatrizacdo. (STEINHOFF et al., 2014)

1.3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

No presente estudo foi avaliada a expressao in situ do RNAm de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias em queloides comparadas com grupo controle. A
literatura aponta varios estudos sobre as hipoteses da formacéo da cicatriz queloideana.
A inexisténcia de uma causa definida para o queloide traz ddvidas e questionamentos
tanto dos pacientes quanto do pesquisador/equipe de salde que lida com pacientes
portadores deste tipo de anomalia. O estudo da expressdo dessas substancias nos
queloides pode auxiliar a compreender o0 mecanismo da cicatrizacdo anormal e propiciar
a busca por alternativas terapéuticas mais eficazes, com enfoque na etiologia

inflamatdria do queloide.



OBJETIVOS

Analisar a expressdo in situ de RNAm para TGF-pB, FGF, IL-33, IL-22, ARG-1,
ARG-2, INOS, VIP e VIP-R1, TAC e TAC-R1 na cicatriz queloideana em

comparacao a cicatriz normal.



3- CASUISTICA E METODO

3.1. ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa do presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM), pelo protocolo
CAAE n°45647315.4.0000.5154 e todos os participantes assinaram, na primeira consulta,

0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). (Anexo A)

3.2. CASUISTICA

Foram analisadas 98 biopsias, obtidas de 53 pacientes com queloide e 45 de
cicatrizes normais. As bidpsias foram realizadas no Ambulatério de Cirurgia Plastica
integrado ao Hospital de Clinicas da UFTM (HC-UFTM), Ambulatério Maria da Gléria
situado na Rua Frei Paulino, s/n, CEP: 38025-180, na cidade de Uberaba - MG, que
funciona toda sexta feira no periodo da manhd, das 7:00 horas as 12:00 horas. Este
ambulatorio tem o intuito de triar os pacientes com queloide e promover acbes para

melhorar o conforto através da escolha da melhor conduta terapéutica e estética.

Como critério de inclusdo foram selecionados para compor o grupo de queloides
0S pacientes que apresentavam cicatrizacdo anormal, com crescimento da cicatriz além
das margens da ferida inicial, com sinais e sintomas de dor, prurido, rubor e
endurecimento local, diagndstico exclusivamente clinico de queloide, de qualquer
localizag&o.

N&o foram incluidos os pacientes que apresentavam cicatrizes hipertréficas, ou
cicatrizes por fechamento por segunda intencdo. Foram excluidos pacientes com uso de
imunossupressor sistémico, portadores de doengas autoimunes e imunodeficientes.

Os pacientes portadores de queloide foram submetidos a retirada cirtrgica no
momento oportuno da proposta terapéutica global, e um fragmento de tecido a ser
desprezado foi coletado para o presente estudo. Para os controles, foram utilizados

fragmentos de cicatriz normal retiradas de pacientes multiparas durante a realiza¢éo da



cesariana, ou entdo coleta de cicatrizes de qualquer paciente que fosse submetido a uma

reabordagem cirurgica com ressecc¢do da cicatriz antiga.

3.3. PROTOCOLO CLINICO DE TRATAMENTO DOS PACIENTES
PORTADORES DE QUELOIDE

Para formulacao do protocolo seguimos 0s seguintes passos: 0 paciente é avaliado
clinicamente e € definido o diagndstico cicatricial, podendo ser queloide, cicatriz
hipertrofica ou outros distarbios cicatriciais (cicatriz alargada, cicatriz deprimida,
retracBes ou bridas cicatriciais). S&o incluidos apenas pacientes com diagndstico de
queloide, de qualquer idade, sexo ou raca; baseado na historia e exame fisico. Depois do
diagnostico clinico confirmado de queloide, definimos o padréo de atividade da les&o:
ativas - lesdes que apresentam prurido, hiperemia reativa, enduramento e crescimento
ativo; e inativas - cicatrizes sem prurido, indolores, normocromicas e sem crescimento,
estaveis. O préximo passo, portanto, serd a escolha do tratamento: corticoterapia
intralesional, cirurgia excisional, betaterapia. Esses pacientes sdo entdo acompanhados
ambulatorialmente, por um periodo médio de trés anos, e enfim, avaliadas as respostas ao
tratamento realizado, taxa de sucesso, indice de complicac@es, taxa de recidiva e fatores
prognosticos. As seguintes variaveis foram registradas: sexo, idade, raca, historia
familiar, descendéncia negra, localizacdo do queloide, nimero de lesdes, idade de
aparecimento da primeira lesdo, etiologia, outras cicatrizes, cirurgias prévias,
comorbidades e medicacBes em uso, tratamentos prévios, recidiva, adesao ao tratamento,
atividade do queloide, tratamento proposto- corticoide, cirurgia, betaterapia, indice de
sucesso e recidiva. Esse protocolo clinico foi criado no préprio servigo, pela disciplina de
Cirurgia Plastica da UFTM, baseado em evidéncias e na literatura. E o fluxograma que
orienta atualmente o tratamento dos pacientes portadores de queloide em nosso hospital.
(Anexo B)

3.4. DEFINICAO DA ATIVIDADE DA CICATRIZ QUELOIDEANA



Os principais sintomas de um queloide ativo sdo questionados na anamnese e
incluem: prurido (principal sintoma, associado a presenga de mastocitos e histamina na
lesdo), dor, enduramento e crescimento ativo. A atividade é comprovada pelo exame
fisico, que demonstra hiperemia reativa da cicatriz, que desaparece a digito ou
vitropressdo, além da rigidez da lesdo. O ato de cocar e traumas de repeticdo sobre o
queloide sdo fatores que estimulam sua atividade e crescimento. A atividade da cicatriz
queloideana € um fator de contraindicacao cirdrgica. Um queloide operado na fase ativa
apresenta chance alta de recidiva, proibitiva, de quase 100%, e com lesdes recidivadas
maiores do que a cicatriz primaria. Em queloides ativos é indicado primeiramente o
tratamento com corticoide intralesional; com objetivo de induzir inatividade da leséo para
posterior complementacao cirurgica, se necessaria. Em queloides inativos, esta liberada a
abordagem cirurgica inicialmente, sem aplicacdo de corticoide prévio. Sabe-se que a
atividade cicatricial do queloide no momento do diagndstico é fator primordial para
definir o tipo de tratamento, 0 sucesso, 0 prognostico e risco de recidiva da lesdo. Por esse
motivo, por fatores éticos, ndo foi possivel a bidpsia do tecido queloideano sem a

aplicacdo do protocolo de tratamento previamente.

FIGURA 3. Atividade da cicatriz queloideana: prurido, hiperemia, enduramento e

crescimento ativo.



Fonte: Arquivo pessoal.

3.5. ESCOLHA DO TRATAMENTO (fluxograma - Anexo C)

3.5.1. CORTICOIDE INTRALESIONAL

As cicatrizes em atividade inicialmente sdo encaminhadas para a corticoterapia
intralesional; justamente com o objetivo de inativar a lesdo, com melhora do prurido,
inibicdo do crescimento, e progressiva reducdo volumétrica e amolecimento do queloide.
A opcao cirdrgica apresenta restricdes em lesdes de grandes dimensdes, que inviabilizem
a ressec¢do com sutura primaria, devido a elevada tracdo da cicatriz, e também em lesdes



localizadas em locais de ruim progndstico cirdrgico como dorso, ombro, térax e

membros. Nesses casos, a corticoterapia isolada representa uma boa alternativa tatica.

O corticoide de escolha utilizado em todos 0s casos ¢ a triancinolona, Triancil®,
que modula a resposta inflamatdria, dependendo da dose pode até anula-la, possui acao
antipruriginosa e antialérgica. Apresentagdo: 20 mg/ml. Dose: 0,1 ml/mm?, Volume: 0,5
a 2,0 ml por sessao, a depender do tamanho, volume e extenséo da leséo, e da rigidez e
resisténcia a infiltracdo. Diluicdo com anestésico local — xilocaina 2% com ou sem
vasoconstritor (a depender da localizacdo), 20% do volume final da solucéo, com intuito
de evitar distens&o tecidual, por excesso de volume, que limitaria a quantidade final de
corticoide injetado. Utilizamos seringa de 1 ml com agulha de 0,45 x 13 mm. Plano de
injecdo intralesional, intradérmico. Intervalos entre as sessdes de trés a quatro semanas.
Numero total de sessbes individualizado conforme resposta e adesdo terapéutica do
paciente, variando de trés a 12 sessdes nos casos estudados. Avaliacdo de resposta:
subjetiva, baseada na melhora dos sintomas referidos pelo paciente, alivio do prurido e
da dor, amolecimento da lesdo, reducdo de tamanho; e comprovacédo pelo exame fisico,

além de documentacao fotogréafica, evidenciando regressao da leséo.



FIGURA 4. Aplicacao intralesional de corticoide (triancinolona) no queloide.

L

Fonte:Aquivo pessoal.

Opcdes de corticoterapia:

1- Pré-operatorio ou Isolada/Exclusiva: utilizada em lesGes queloideanas em atividade,
para induzir regressdo da lesdo. Cicatrizes com contraindicacdo cirurgica pela
localizacdo e tamanho da lesdo, sdo feitas aplica¢fes de corticoide como tratamento
anico.

2- Intra-operatorio: controverso, pode inibir e retardar a cicatrizacdo, favorecendo a

ocorréncia de deiscéncia. Se for realizada, deve ser feita a retirada tardia dos pontos

e evitar ao maximo tensdo na sutura.

3- Pos-operatério: tratamento complementar e coadjuvante a cirurgia com efeito
profilatico para prevenir recidiva. Iniciado esquema apds a retirada dos pontos, duas
a trés semanas apos a cirurgia de excisdo do queloide, infiltragdes mensais, média
de trés aplicacOes totais, mas cada caso individualizado conforme seguimento
clinico e risco de recidiva.

3.5.2. CIRURGIA



A cirurgia como monoterapia deve ser evitada, principalmente em cicatrizes
ativas, devido ao alto risco de recidiva. Além do fato das lesdes recidivas geralmente
serem de maior tamanho e maior agressividade. Portanto, propomos o tratamento
cirargico combinado como complementacdo as infiltracGes de corticoide intralesional,
apos inativacdo e regressao maxima da lesdo, principalmente para melhora do
remanescente cutaneo, comum nesses casos, para otimizacgao estética. Nos casos de lesGes
jainativas clinicamente, mesmo sem o tratamento prévio com corticoides, esta autorizada
a excisdo cirdrgica, com corticoterapia pos-operatdria profilatica, que fazemos em todos

0s casos operados, de rotina; conforme descrito acima.

Neste momento, também surgem duvidas quando as margens cirurgicas de
resseccdo. Mais recentemente, chegou-se a conclusdo que a extensdo cirurgica também
seria influenciada pela fase de atividade da cicatriz queloideana no momento da cirurgia.
As cicatrizes inativas, com ou sem infiltracdo prévia de corticoide, devem ser tratadas
com exciséo justalesional, ou extralesional, se possivel, com retirada completa da lesao,
sem bordas remanescentes na cicatriz. Diferente de um queloide operado na fase de
atividade franca. Nesses casos, deve ser evitada a cirurgia, porém quando realizada, deve
ser intralesional, mantendo as margens da cicatriz ativa, e reduzindo assim a chance futura
de recidiva. Porém, sempre complementamos com aplica¢fes de corticoide no pds-
operatorio, que nessas situacdes € o principal fator de mantem o queloide sob controle,

prevenindo recidiva, além de monitorar o paciente com curtos intervalos de tempo.

Sempre que possivel, optam-se pela ressec¢do completa da lesdo queloideana,
desde que mantenha os principios de menor trauma cirirgico € menor tensdo na sutura.
Esses procedimentos cirurgicos sdo realizados em carater ambulatorial, sob anestesia
local com xilocaina 2%. Utilizamos antibioticoprofilaxia por sete dias no pds-operatorio,
cefalosporina de segunda geracdo (cefadroxila 500 mg de 12/12h), pelo efeito deletério
de uma infeccdo de ferida operatorio com risco de deiscéncia da sutura e recorréncia do
queloide. No po6s-operatério utilizamos medidas complementares como microporagem,
hidratacdo local da cicatriz, uso topico de gel de silicone, compressédo externa com placas
de silicone ou brincos de pressdo para queloides em l6bulos de orelha. Realizamos
retirada tardia dos pontos entre 14 a 20 dias e logo apds iniciamos a corticoterapia
intralesional profilatica, sistematicamente em todos 0s casos, seguindo 0 mesmo esquema

descrito previamente, porém com doses e volumes menores pela reducdo da massa



cicatricial. Na auséncia de recidiva realizamos em média trés sessdes mensais, e
posteriormente seguimento clinico. Frente a qualquer sinal se recidiva e reatividade da
cicatriz como prurido, dor, hiperemia, enduramento e crescimento ativo da leséo

reiniciamos as aplicacdes. Mantemos o0 seguimento de cada paciente por trés a cinco anos.

FIGURA 5. Excisdo parcial intralesional de queloide inativo em Iébulo de orelha direita

justificado pelo tamanho extenso da leséo.

Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 6. Excisdo total extralesional de queloide inativo em regido inguinal direita.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.5.3. TERAPIAS COMPLEMENTARES



As medidas complementares que descreveremos adiante sdo sugeridas em todos
0s casos acompanhados, como forma de aperfeicoar e potencializar o tratamento das
cicatrizes queloideanas. Dentre elas, destacamos a compressdo mecénica externa. A
aplicacdo de pressdo externa sobre a cicatriz atua como medida coadjuvante
principalmente em cicatrizes de pds-operatorio de resseccdo de queloides. Ela previne o
crescimento cicatricial excessivo, otimizando as aplicacdes de triancinolona. Quando
aplicada diretamente sobre o queloide, seja ele ativo ou inativo, possui pouco resultado.
Utilizamos, portanto, como profilaxia de recidiva no pds-operatorio. Essa compressao
pode ser feita através de placas de silicone, malhas compressivas, placas de elastdmeros
ou brincos de pressédo. Infelizmente ndo possuimos o controle preciso da pressdo aplicada
por cada material, entdo utilizamos de forma empirica. O que observamos foi que
materiais com maior rigidez, mas ainda com passivel de moldar, possuiam uma acao mais

eficiente do que materiais mais finos e maleaveis como a placa de silicone.

A microporagem para reducdo da tenséo das bordas da ferida também representa
uma medida auxiliar no pds-operatério de excisao de queloides, principalmente quando
localizados em dorso, torax, abdome e membros. E realizada com micropore fino em “x”,
e trocada a cada cinco-sete dias, e mantida primordialmente no primeiro més de pos-

operatdrio.

Outro tratamento coadjuvante é a hidratacdo topica da cicatriz, 0 que previne o
ressecamento e descamacdo da mesma, fato que reduz o prurido e o ato de cocar.
Utilizamos desde gel de silicone (kelocote®, skinmatix®), como 6leos hidratantes a base
de &cidos graxos essenciais (dersani®, biooil®), como outras medicac¢des topicas como

ckderm ®, bepantol ®, todas com 0 mesmo objetivo.

FIGURA 7. Aplicacdo de compressdo mecanica com placa de silicone em pos-operatério

de excisdo de queloide, medida adjuvante para profilaxia de recidiva.




Fonte: Arquivo pessoal.

3.6. COLETA DO MATERIAL

A coleta do material foi realizada no ambulatorio de queloide, nas salas de
pequenas cirurgias. Foi realizada marcacdo da lesdo com caneta cirdrgica, e apos a
anestesia local com lidocaina 2% foi realizado exérese cirdrgica da cicatriz, e posterior
sutura primaria, sem tensdo, em uma Unica camada. Enquanto que, para a coleta das
cicatrizes normotroficas, foi realizada excisdo de cicatriz de cesariana prévia em pacientes
multiparas no parto subsequente, ou entdo coleta de cicatrizes de pacientes que seriam
submetidos a reabordagem cirurgica ou correcdo de cicatriz, em geral pacientes
submetidas a cirurgias estéticas prévias. Uma parte do fragmento da cicatriz ressecada,
tanto queloideana quanto normal, foi armazenada em RNA later para futura realizacéo de

reacdo em cadeia da polimerase da transcricdo reversa em tempo real (qQPCR).

3.7. EXTRACAO DE RNA

Para a extracdo do RNA total utilizou-se o kit de extragcdo de RNA (RNA SV Total
RNA Isolation System, Promega, Madison, Wisconsin - EUA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Fragmentos de tecidos, armazenados em RNA later
(invitrogen, Vilnius - Lituania), foram processados por maceracdo mecanica com 0
aparelho tissue tearor, transferidos para tubo eppendorf contendo tampéo de lise e
misturados por inversdo. Adicionou-se 350l de tampé&o de diluigéo e as amostras foram
aquecidas em banho-maria a 70°C por 3 minutos e centrifugadas a 10 minutos a 13000xg
a 4°C. Apds esta centrifugacdo transferiu-se o sobrenadante para novos tubos eppendorfs
e adicionado 200pl de etanol a 95%. Transferiu-se 0 material para um conjunto de
separagdo do kit, contendo uma membrana, sendo posteriormente centrifugado por 1

minuto a 13000xg a 4°C. O RNA foi lavado com 600ul de solugéo de lavagem de acordo



com as especificacdes do fabricante (RNA Wash Solution) por 1 minuto e centrifugado
(13000xg & 4°C). Eliminou-se a presenca de DNA contaminante através do tratamento
com DNAse por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds esta incubacéo adicionou-se
200ul de solucdo de DNAse stop e o material foi centrifugado por 1 minuto a 13000xg a
4°C. Lavou-se novamente o material por 2 vezes com RNA Wash Solution com posterior
centrifugacdo por 1 minuto a 13000xg a 4°C. Transferiu-se a membrana separadora
contendo o RNA para outro tubo, adicionou-se 30l de &gua livre de nucleasse e realizado
centrifugacdo por 1 minuto a 13000xg a 4°C. Apos estes procedimentos, 0 RNA obtido
foi eluido em 30l de 4gua deionizada e livre de RNAse, para quantificacdo e confecgédo
de DNA complementar (cDNA).

Confeccionou-se o cDNA a partir de 1 pg de RNA, 0,5 pg de Oligo dT (Promega,
Madison, Wisconsin - EUA) e agua ultra pura (Milli-Q) autoclavada encaminhado para o
termociclador para um ciclo de 5 minutos a 70°C. Apds resfriamento imediato, adicionou-
se dNTP (2,5mM), transcriptase reversa M-MLV RT (Improm Il, Promega, Madison,
Wisconsin - EUA) e tampdo para reacdo M-MLV-5x Buffer (Promega, Madison,
Wisconsin - EUA). Novamente, a reacéo foi levada ao termociclador para mais um ciclo
de 1 hora a 42°C, seguido de 3 minutos a 10°C. No final, adicionou-se ao cDNA
confeccionado 75ul de &4gua ultra pura autoclavada, sendo estas amostras congeladas em

seguida a -20°C, até 0 momento de uso.

3.9. REACOES DE PCR QUANTITATIVO (gPCR)

A expressao quantitativa de RNAm dos genes TGF-, FGF, IL-33, IL-22, ARG-
1, ARG-2, VIP, VIP-R1, TAC1, TAC-R1, INOS foram analisadas por reacdes de PCR
em tempo real, nas amostras de cDNA de fragmento pele com queloide e cicatriz controle.
Foram utilizados primers e sondas do sistema Tagman (Applied Biosystems — EUA) no
aparelho de PCR em tempo real StepOnePlus (Applied Biosystems — EUA) com primers
adequados para tais reacdes e utilizando a B-actina como controle. (Anexo D) O cDNA

sintetizado a partir do RNA mensageiro foi utilizado de acordo com as instrucdes do



fabricante. Os resultados foram analisados com base no valor de CT (cycle threshold —
ou ciclo limiar) e a formula aritmética para alcancar a quantificacdo relativa foi AACt =
A Ct (treated) — Ct (control). (LIVAK, 2001)

FIGURA 8. Aparelho de PCR em tempo real StepOnePlus (Applied Biosystems — EUA).

Fonte: Applied Biosystems (www.thermofisher.com)
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FIGURA 9. Curva de amplificacdo dos ciclos de PCR para cDNA da ARG-1 ¢ f3-
actina, incluindo grupo de queloides e grupo controle.
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Fonte: Aparelho de PCR em tempo real StepOnePlus (Applied Biosystems — EUA)



Linha laranja: linha de corte CT=0,4. Linha vermelha: 3-actina (controle). Linha amarela: arginase 1.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por meio do programa Statview (Abaccus - EUA).
A verificacdo da distribuicdo normal das varidveis quantitativas foi feita pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As variaveis apresentaram distribuicdo ou
variancia ndo homogénea, foram expressas em mediana com valores minimo e maximo
e percentis e analisadas por métodos nao paramétricos pelos testes de Mann-Whitney. A
correlacdo entre duas variaveis continuas com distribuicdo ndo normal foi analisada pelo
teste de Spearman (rS). Para comparar duas variaveis continuas nos mesmos pacientes foi
aplicado o teste de Wilcoxon (U). Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando a probabilidade foi menor que 5% (p<0,05).

3.11. NORMAS PARA A CONFECCAO DO MANUSCRITO

Para a elaboracdo escrita do trabalho, foi consultado o manual para apresentacao
de trabalhos académicos baseado nas normas de documentagéo da Associagdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) organizado pela biblioteca universitaria da UFTM.



4- RESULTADOS

Foram avaliadas 98 bidpsias, sendo 53 de pacientes com queloide e 45 cicatrizes
normais. A idade dos pacientes portadores de queloide variou de 11 anos a 73 anos, com
média de idade de 28 anos. Enquanto que, no grupo controle, a variacao de idade foi de
13 anos a 56 anos, com meédia de 30 anos. Nos pacientes com cicatrizes queloideanas
houve predominancia do género feminino com 58,5% e 64,15% dos pacientes
pertenceram a etnia negra. A localizagcdo mais comum do queloide foi no I6bulo da orelha
devido a perfuracédo de piercing/brinco, em 73,6% dos casos. (Tabela 1)

TABELA 1. Caracteristicas gerais e clinicas dos pacientes portadores de queloide.

Total de bidpsias 53

Média de Idade 28 anos
Género feminino 31 (58,5%)
Etnia negra 34 (64,15%)

Localizacdo do queloide

Lébulo orelha (perfuracdo por brinco ou piercing) 39 (73,6%)
Torax 6 (11,3%)
Abdome 6 (11,3%)
Cervical 2 (3,7%)
Queloides em atividade 47 (88,6%)

Dos 53 pacientes portadores de queloide apenas seis pacientes (11,3%)
apresentavam a admissdo les@es inativas, e, portanto, foram submetidos inicialmente a
cirurgia de excisao extralesional e posterior corticoterapia intralesional profilatica (trés

sessOes com intervalos mensais) e todos, até 0 momento, sem recidiva. A amostra tecidual



desses pacientes ndo apresentou interferéncia do uso de triancinolona. Ja, os 47 pacientes
restantes (representando a maioria de 88,6% dos casos tratados) possuiam queloides
ativos e, portanto, foram conduzidos a aplicagdo intralesional de corticoide como
tratamento inicial antes da excisdo cirurgica, com numero de sessbes variando
individualmente de trés a doze conforme a resposta terapéutica. Observa-se assim que
quase 90% das amostras de tecido obtidas para anélise de citocinas foram submetidas a
depdsitos de triancinolona pré-operatérios, fator que futuramente poderd interferir nos
resultados da expressdo de certas citocinas relacionadas ao processo inflamatorio e que

podem ter sido moduladas pelo corticoide, fato ndo desprezivel.

FIGURA 10. Paciente com queloide inativo em orelha esquerda, submetida a excisao

extralesional, seguida por trés sessdes de corticoterapia, sem recidiva apds 18 meses.

Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 11. Paciente com queloide em orelha esquerda. Realizada trés sessdes de
corticoide intralesional, seguida por cirurgia extralesional e corticoide pos-operatério

(cinco sessdes), sem recidiva apds 12 meses.



Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 12. Paciente com queloide em cicatriz de cesariana, realizado trés sessoes de
corticoide intralesional seguida por cirurgia extralesional e triancinolona pds-operatoria

(duas sessdes), sem recidiva apds seis meses.




Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 13. Paciente com madltiplos queloides, de dificil tratamento. Proposto
corticoide intralesional (12 sessdes) seguido por resseccdes cirurgicas intralesionais
parceladas, devido a extensdo das lesdes, e triancinolona pds-operatoria, com grande
tendéncia a recidiva. Mantem aplicacdo mensal de corticoide para estabilizar crescimento

das lesdes. Em seguimento h& 24 meses.






Fonte: Arquivo pessoal.

Quando avaliamos a expressdo do RNAm relativo para o TGF- encontramos um
resultado significativamente maior para o grupo de queloides quando comparado ao
grupo de cicatrizes normais (Mann-Whitney; p=0,0121), com mediana de 0,041
(IQR=0,097) para os queloides e mediana de 0,007 (IQR=0,043) para os controles.

(Figura 14)

FIGURA 14. Analise da expressdo de copias de RNAm para o TGF-p.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
Numero de amostras grupo controle 39 e queloides 44.

Expressdo do RNAm do TGF-B em biopsias de pacientes com queloide comparadas com o grupo controle

de cicatrizes normais.
A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% (IQR) e a linha vertical o

percentil de 10 a 90%. p<0,05.
Em relacdo a analise do numero relativo de copias de RNAm da IL-33, observou-

se gque o0s pacientes com queloide apresentaram um maior nimero relativo de copias de
mMRNA quando comparados aos controles, porém sem diferenca estatistica (Mann-
Whitney; p=0,2727). (Figura 15)

FIGURA 15. Analise da expressdo de cdpias de RNAm para 1L-33.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Namero de amostras grupo controle 23 e queloides 21.

Expressdo do RNAm de IL-33 em bidpsias de pacientes com queloide comparadas com o grupo controle
de cicatrizes normais.

A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% (IQR) e a linha vertical o
percentil de 10 a 90%. p<0,05.

O ndmero de copias relativas de RNAm para IL-22 foi significativamente maior
nos pacientes com queloide quando comparados aos controles (Mann-Whitney;
p=0,0211) com mediana de 0,005 (IQR=0,082) para os queloides e mediana de 0,000
(IQR=0,005) para os controles. (Figura 16)

FIGURA 16. Analise da expressdo de copias de RNAm para I1L-22.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

NUmero de amostras grupo controle 27 e queloides 32.

Expressdo do RNAm de IL-22 em bidpsias de pacientes com queloide comparadas com o grupo controle
de cicatrizes normais.

A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% (IQR) e a linha vertical o
percentil de 10 a 90%. p<0,05.

A expressdao de RNAm para ARG-1 foi significativamente maior nos pacientes
com queloide quando comparados ao grupo controle (Mann-Whitney; p=0,0115), com
mediana de 0,013 (IQR=0,028) para os queloides e mediana de 0,000 (IQR=0,006) para

os controles. (Figura 17)

FIGURA 17. Anélise da expressdo de copias de RNAm para ARG-1.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
Numero de amostras grupo controle 23 e queloides 23.
Expressdo do RNAm de ARG-1 em bidpsias de pacientes com queloide comparadas com o grupo controle

de cicatrizes normais.
A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% (IQR) e a linha vertical o

percentil de 10 a 90%. p<0,05.

Ao analisar o numero relativo de copias de RNAm para ARG-2, apesar de maior
expressao de RNAm no grupo das cicatrizes queloideanas, ndo houve diferenca
significativa entre os pacientes com queloide e controle quando comparados entre si
(Mann-Whitney; p=0,1436). (Figura 18)

FIGURA 18. Analise da expressdo de copias de RNAm para ARG-2.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
Numero de amostras grupo controle 23 e queloides 23.
Expressdo do RNAmM de ARG-2 em bidpsias de pacientes com queloide comparadas com o grupo controle

de cicatrizes normais.
A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% (IQR) e a linha vertical o

percentil de 10 a 90%. p<0,05.

Em relacdo a analise do numero relativo de cdpias de RNAm do VIP-R1,
observou-se que 0s pacientes com queloide apresentaram um maior numero relativo de
copias de RNAm guando comparados aos controles, porém sem diferenca estatistica

(Mann-Whitney; p=0,2565). (Figura 19)

FIGURA 19. Analise da expressdo de copias de RNAm para VIP-RL1.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018. VIP-RImRNA

Numero de amostras grupo controle 34 e queloides 39.

Expressdo do RNAm de VIP-R1 em bidpsias de pacientes com queloide comparadas com o grupo controle
de cicatrizes normais.

A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% (IQR) e a linha vertical o
percentil de 10 a 90%. p<0,05.

Um expressivo nimero de pacientes e controles ndo apresentaram amplificacdo
para cDNA de FGF, VIP, TAC1, TAC-R1 e INOS. A expressdo de RNAm dessas
substancias variou de 2% a 13% dos casos analisados, ndo havendo diferenca significativa

entre os pacientes com queloide quando comparados ao grupo controle. (Tabela 2)

TABELA 2. Expressdo de RNAm relativo a FGF, VIP, TAC, TAC-R1 e iNOS.

Alvo Queloide Queloide Nao Controle  Controle Ndo  Numero total de
detectado  detectado detectado detectado amostras

FGF 02 (4,4%) 43 01(1,9%) 51 97

VIP 06 (13%) 40 02 (5,2%) 38 86

TAC1 06 (13%) 40 04 (10%) 36 86

TAC-R1 01(22%) 45 01(2,5%) 39 86

iINOS 03 (9%) 30 01(3,2%) 30 64



5- DISCUSSAO

Do total de 98 pacientes avaliados, sendo 53 pacientes com queloide, notamos que
a media de idade dos pacientes portadores de queloide no presente estudo foi de 28 anos,
com predominancia do género feminino (58,5%) e na etnia ndo branca (64,15%), e a
localizagdo mais comum do queloide foi no l6bulo da orelha devido a perfuracdo de
piercing/brinco (73,6%). Semelhante aos nossos resultados, a literatura mostra que
pacientes com queloide apresentam média de idade entre 24 anos e 35,7 anos e 0
aparecimento destas lesdes ocorrem entre 11 anos e 40 anos de idade. (FURTADO;
HOCHMAN; FERREIRA, 2012; LANE; WALLER; DAVIS, 2005; TANAYDIN etal.,
2016) Sugere-se que essa faixa etaria estd associada principalmente a alteracGes de
hormbnios sexuais, além de maior exposicdo a traumas e a perfuragdes, tais como
brincos/piercings, e também, uma maior prevaléncia durante a gravidez, ainda devido a
modificagdes hormonais. (KIM et al., 2013; SCHIERLE; SCHOLZ; LEMPERLE, 1997;
SHAMSI MEYMANDI; REZAZADEH; EKHLASI, 2014)

Em nosso estudo, houve prevaléncia da etnia ndo branca, o que também condiz
com a literatura. A influéncia do Hormoénio Melanotrofico ou Melanotrofina fica clara
qguando avaliamos a prevaléncia em pacientes afrodescendentes, ou com descendéncia
negra, e a inexisténcia de queloides em albinos. Outros estudos tém sido feitos para
comprovar a presenga de fatores genéticos decorrentes da hereditariedade familiar e da
frequéncia em populacdes étnicas especificas. A analise de possiveis polimorfismos
genéticos que determinam a predisposi¢ao a cicatriz queloideana tém sido alvo de estudos
recentes e vislumbram avancgos nesse sentido. (BROWN et al., 2008; HOCHMAN, B.,
LOCALI, R. F., OLIVEIRA, L. Q. R., FERREIRA, L. M, 2004)

Quase 90% dos pacientes com queloide possuiam cicatrizes em atividade, e,
portanto, foram conduzidos a aplicacdo intralesional de corticoide antes da excisdo
cirargica, e profilaticamente apds a cirurgia. Conforme a aplicacéo do protocolo sugerido
por este estudo, apresentamos indice de recidiva de 15%, equiparados ao tratamento até
entdo considerado padrédo, da associacdo de cirurgia e betaterapia. Ressalta-se, enfim, a
importancia da definicdo da atividade cicatricial antes da instauracdo do tratamento, além
do uso de corticoide antes e apds a cirurgia nas lesdes ativas, e sempre que possivel

margem cirdrgica justa ou extralesional, fatos responsaveis pelos melhores resultados e



baixa recorréncia. (CARVALHAES et al., 2015; HOCHMAN, B. et al., 2008; TAN et
al., 2010)

As citocinas e fatores de crescimento estudados nessa pesquisa ja foram relatados
como participantes em processos inflamatorios em geral, algumas delas ja descritas no
processo de cicatrizagcdo de feridas, outras com presenca marcante em queratindcitos,
fibroblastos e outras células da pele. Apo6s extensa revisdo de literatura, foram escolhidas
para o presente estudo citocinas ja conhecidas pela associacdo a ativacao de fibroblastos
como TFG-B e FGF, e outras que possam ter relagdo com a fisiopatogenia dos queloides,
mas ainda hipotética, associacdo ainda ndo descrita na literatura, como IL-33, IL-22,
ARG-1¢e 2,INOS, TAC e VIP.

O estudo mostrou que a expressdo de RNAm para TGF-B, IL-22 e ARG-1 foi
significativamente maior de no grupo dos queloides, enquanto para IL-33, ARG-2 e VIP-
R1, apesar de maior numero de cépias de RNAm encontrado nos queloides, essa diferenca
ndo foi significativa.

Em nossos resultados, a expressdo de RNAm para o TGF-p foi significativamente
maior nos pacientes com queloide quando comparados aos controles, estando de acordo
com a literatura. Sabemos que o TGF-beta induz fibroblastos para sintetizar a matriz
extracelular, esta citocina tem sido considerada um mediador central da resposta fibrdtica.
O TGF-p regula a proliferacédo e diferenciacao celular, desempenhando importante papel
na patogénese das cicatrizes patologicas  hiperproliferativas. (LEROY;
TROJANOWSKA,; SMITH, 1990)

No queloide foi encontrado excesso de producdo e inadequada regulacdo da
atividade do TGF-B. Sao trés isoformas de TGFp (1, 2 e 3). TGFB 1 e 3 tém um papel
crucial na fibrose, com TGFB1 profibrotico e TGF3 antifibrotico. (EL-ALEEM, S. A.,
S. ABDELWAHAB, AND N. M. S. OSMAN, 2017) Nos queloides os fibroblastos
aumentam os niveis de TGF-f1 e TGF-B2, e diminuem os niveis de TGF-B3 em
comparacgédo com fibroblastos normais. O TGF-B1 tem sido apontado como um importante
fator de crescimento na diferenciagéo dos fibroblastos em miofibroblastos e esta citocina
parece também inibir os mecanismos de apoptose, mantendo desta forma, estes
miofibroblastos em atividade pro-fibrotica. Estudos demonstram ainda que, 0s
fibroblastos isolados de queloides sdo mais sensiveis a ativacdo pelo TGF-f que
fibroblastos de pele normais. (BETTINGER et al., 1996; KULASEKARAN et al., 2009)

No entanto, estudos até o momento ndo identificaram quaisquer mutacGes ou



polimorfismos associados com queloides em qualquer um dos genes TGF-B. (BAYAT et
al., 2002; BOCK et al., 2005)

TGF-B provoca deposigdo matricial em cultura de células mesenquimais,
promovendo a expressdo de genes da MEC e suprimindo a atividade de genes de
metaloproteases. Por varios anos ja se sabe que a induc¢édo do colageno pelo TGF-f ocorre
de forma imediata e inicial, exigindo a acdo dos SMADS (proteina intracelular
transdutora de sinal do fator de transformacéo do crescimento). A sinalizacao celular da
familia TGF-B ocorre através dos receptores transmembrana tirosina quinase e a via
SMAD. Na verdade, foi mostrado que 0 SMAD 3 € essencial para a inducdo de matriz,
como para inducdo de genes profibréticos. No entanto, SMAD 3 parece ser geralmente
requerido em fibroblastos para a transcri¢do de resposta ao TGF-B. (CHEN et al., 1999;
OVERALL; WRANA; SODEK, 1989; VARGA; JIMENEZ, 1986)

ApoOs lesdo cutdnea, TGF-B ¢ induzido rapidamente, em conjunto com a
quimiotaxia de neutrdfilos, macrofagos e fibroblastos, que por sua vez liberam mais TGF-
. Consequentemente, TGF- esta presente no fluido da ferida ao longo do processo de
reparacao tecidual. A expressao de receptores de TGF-f é eclevada em fibroblastos de
cicatrizes hipertroficas e de queloides. TGF-B induz sintese da MEC quando injetado de
forma subcutanea em camundongos ou em cadmaras metélicas implantadas nas costas de
ratos. (CHIN et al., 2001; DIEZ-MARQUES et al., 2002; KANE et al., 1991;
QUERFELD et al., 1999; SCHMID et al., 1998; WAHL et al., 1987)

Evidéncias adicionais que apoiam o papel pro-fibrotico de TGF- in vivo mostram
que a deficiéncia de TGF-B1 em ratos durante a cicatrizacdo de feridas em estagio tardio
promove diminui¢do da re-epitelizacdo e da deposicdo de colageno. Estudos prévios
enfatizam os possiveis desafios em relagéo ao uso de TGF-f3 como um alvo anti-fibrotico.
Estratégias anti-TGF podem nao ser apropriadas no tratamento de doencas fibrosantes
cronicas, que se desenvolvem ao longo de muitos anos, mas podem ser Gteis ap6s incisdes
cirurgicas na prevengéo de hipertrofia cicatricial e queloide em pacientes predispostos.
(BOTTINGER; LETTERIO; ROBERTS, 1997; KULKARNI; KARLSSON, 1993)

Embora o TGF-B tenha sido conhecido como indutor da sintese de MEC e da
contracdo por fibroblastos, a contribuicdo precisa desta proteina em doencas fibrdticas
ainda ndo estd clara. Em parte, esta questdo é devida a dificuldade em entender os
principais eventos desencadeados por um fator de crescimento em uma cultura celular.
Contudo, estudos futuros vislumbram um crescente conhecimento da complexidade dos

controles celulares para melhorar ou reprimir a resposta pro-fibrotica do TGF-3, o que



pode ser usado como tratamento durante a cicatrizacdo de ferimentos. (LEASK;
ABRAHAM, 2004)

O nudmero de codpias relativas de RNAm para IL-22 no estudo foi
significativamente maior nos pacientes com queloide quando comparados aos controles.
Muitas semelhancas podem ser encontradas entre 0s processos de reparo que ocorrem na
pele e aqueles que ocorrem em outros 6rgdos contendo epitélio, como o timo, figado e
intestino, onde 1L-22 medeia sinalizacdo para celulas epiteliais. Na pele, IL-22 é expressa
apos queimadura, além de estar elevada em pacientes com psoriase, promovendo
inflamacédo dérmica. Alguns estudos descobriram que a sinalizacdo de IL-22 é ativa em
fibroblastos, e esses processos fisioldgicos podem tornar-se patogénicos se a producao
excessiva de matriz destruir a arquitetura normal do tecido e interferir com a funcdo do
Orgdo, originando cicatrizes patologicas. Esses dados definem funcbes da IL-22
anteriormente nao identificadas no reparo da pele mediando interacdes entre o sistema
imunolégico e fibroblastos. Por conseguinte, estudos adicionais sobre o papel da 1L-22
em condi¢es caracterizadas por cicatrizacdo anormal de feridas e doencas fibréticas séo
necessarios. (MCGEE et al., 2013, WOLK et al., 2004; WOLK et al., 2006)

Além disso, a IL-22 induz a migracdo de queratindcitos em um modelo de leséo
in vitro e regula negativamente a expressao de pelo menos sete genes associados a
diferenciacdo de queratindcitos. IL-22 induz hiperplasia da epiderme humana
reconstituida e desempenha um papel importante em processos inflamatorios da pele.
Investigacdes adicionais sdo necessarias para caracterizar o potencial regenerativo de IL-
22 em condicoes fisioldgicas e patologicas. Da mesma forma, estudos adicionais sobre
mastocitos sdo validos, porque um aumento do ndmero de mastdcitos epidérmicos é
detectado em lesGes psoriasicas e porque 0s mastdcitos sao conhecidos por produzirem
IL-22. Em conjunto, esses dados ressaltam a importancia da 1L-22 na expressdo de varias
moléculas envolvidas no processo de proliferacdo e diferenciacdo do queratindcito
humano. (DUMOUTIER; LOUAHED; RENAULD, 2000; JIANG et al., 2001)

A 1L-22 promove sinalizacdo celular através de um receptor de citocinas classe
Il composto por duas cadeias, a subunidade IL-22RA1 e a IL-10RB. Tal como acontece
com a IL-10, a ligacdo de IL-22 ao seu receptor ativa a tirosina quinase JAK1 e Tyk2,
levando a fosforilagdo de STAT3 e, em menor extensdo, de STAT1 e STATS. .
(KOTENKO etal., 2001; XIE etal.,2000)  Além disso, descobriu-se que IL-22

induz a fosforilacdo de STAT3 em queratindcitos humanos. Experiéncias demonstraram



que a ligacdo tanto de IL- 10RB quanto de IL-22RA1 séo necessarios para gerar a
fosforilacédo ideal de STAT3. Curiosamente, uma inibicdo da fosforilacdo de STAT3
induzida por IL-22 foi obtida com IL-22RA2, o antagonista natural do receptor soltvel
de IL-22. A expressdo de IL-22RA2 ndo foi detectada nos queratindcitos, embora seja
fortemente expresso em amostras de pele, sugerindo uma expressdo por outras células da
pele, que ndo queratindcitos. Essa discrepancia pode ser de relevancia bioldgica: embora
IL-10 e IL-22 tenham funcdes bioldgicas muito diferentes, ambos tém a capacidade de
ativar as tirosina-quinases JAK1 e Tyk2 e a fosforilacdo STAT3, além de vias especificas
de sinalizacdo. (XU et al., 2001) A sinalizacdo da IL-22 pode estimular direta ou
indiretamente a expresséo de genes da MEC. Embora a IL-22 possa sinalizar via Jak /Vias
STAT, MAPK e Akt, a maioria dos efeitos da IL-22 nas células epiteliais tem sido ligado
ao STAT3. Portanto, é possivel que a sinalizacdo de IL-22 ative diretamente 0s
promotores de fibronectina, colageno Il e coldgeno | através de STATS3.
Alternativamente, € possivel que a IL-22 indiretamente regule a producdo de MEC e a
diferenciagdo do miofibroblasto. (LEJEUNE et al., 2002)

Recentemente, Wolk et al. relataram que a pele € um alvo para a IL-22. Além
disso, uma expresséo elevada de I1L-22 foi detectada na pele de pacientes com dermatoses
mediadas por células T. Associacdes entre membros da familia IL-10 e a pele gerou
indagacBes sobre os possiveis efeitos da IL-22 em queratindcitos humanos. (WOLK et
al., 2004) O achado revelador da alta expressdo de IL-22 nas cicatrizes queloideanas
despertam futuros interesses para novos estudo.

A expressdo de RNAm para ARG-1 foi significativamente maior nos pacientes
com queloide quando comparados ao grupo controle, condizente com os achados da
literatura. O metabolismo de L-arginina mediada por Arginase produz L-ornitina, que é
um componente importante da sintese de colageno. (MORRIS, 2009) ARG-1 é expressa
em uma variedade de tipos de células envolvidas na cicatrizacdo de feridas, incluindo
queratinocitos, fibroblastos e células endoteliais. (KAMPFER; PFEILSCHIFTER;
FRANK, 2003) ARG-1 regula a sintese do aminoacido prolina, que é necessario para a
producdo de colageno. Numerosos estudos sugerem que ARG-1 estd criticamente
envolvido na regulagdo de cicatrizagcdo de feridas e fibrose. No entanto, a fungéo
especifica de ARG-1 permanece inexplorada. (LOKE et al., 2007; ZHAO et al., 2008)
Estudos anteriores mostraram que a administracdo de L-arginina é capaz de promover a
cura aguda em roedores e humanos, (WILLIAMS; ABUMRAD; BARBUL, 2002) um



efeito atribuido ao aumento producdo de 6xido nitrico através do metabolismo da L-
arginina. (SHI et al., 2000)

Dados de estudos em animais sugeriram que o metabolismo da arginina ocorre
durante a cicatrizacdo de feridas. Alem disso, suplementacdo de arginina em animais e
humanos parece melhorar o reparo da pele. Contudo 0os mecanismos subjacentes a este
efeito permanecem ndo identificados. A arginase regula poliaminas e a sintese de prolina
através da producdo de ornitina, e, além disso, regula a formacdo de NO através da
concorréncia de substrato. (CHANG; LIAO; KUO, 1998; ZHANG et al., 2001)

Estudos in vitro mostraram regulacdo positiva de ARG-1 durante cicatrizacdo
normal da ferida. Porém, estudos em humanos que abordaram o papel das arginases
durante cicatrizacdo de feridas séo limitados. Eles descreveram a superexpressdo de
arginase em estados patoldgicos da ferida (por exemplo, diabetes, psoriase e Ulceras).
Cirurgia e sepse sdo conhecidas por induzir niveis elevados niveis de ARG-1. (BRUCH-
GERHARZ et al., 2003; OCHOA et al., 2001)

Ao analisar o numero relativo de cépias de RNAm para ARG-2, ndo houve
diferenga significativa entre os pacientes com queloide e controle. Na verdade, a literatura
mostra que a ARG-2 atua de forma prevalente na cicatrizacdo normal, enquanto ARG-1
¢ mais importante em cicatrizes patologicas da pele, o que pode trazer importantes
consequéncias terapéuticas, através da inibicdo de ARG-1 e estimulacdo de ARG-2 em
feridas patologicas. (WOHLRAB; SIEMES; MARSCH, 2002) A ARG-2 atua
principalmente na producdo de ornitina como um precursor de prolina e glutamato. (LI
et al., 2001) Atualmente, ndo temos uma explicacdo para os niveis elevados de ARG-2
em plasma e fluidos de feridas. Curiosamente observamos coexpressdo de ARG-1 e
ARG-2 em PMNSs, em todos 0s momentos pds-ferimentos, enquanto nenhuma expressao
foi visto em PMNs de pele normal. (MUNDER et al., 2006) Jacobsen sugeriu que a
funcdo de liberacdo de arginase de PMNs é para reduzir a formacdo de NO por
macrofagos, endoteliais e células T. Outra descoberta interessante € que apenas
observamos expresséo de ARG-2 em macrofagos apos lesdo. A expressao de arginase por
macrofagos parece ser espécie e celula especificos, visto que macrofagos murinos
expressam ARG-1 e ARG-2, macrofagos de ratos ARG-1 e células mieloides humanas
expressam ARG-1 . (JACOBSEN et al., 2007) Gotoh sugeriu a expressao precoce e
tardia da arginase em macrofagos: primeiro ARG-2 para produzir poliaminas para



macrofagos em crescimento e diferenciacéo e, mais tarde, ARG-1 para produzir ornitina
para producédo de coldgeno. (GOTOH; MORI, 1999)

Alternativamente, diferentes isotipos de arginase podem desempenhar papéis
durante a cura normal e patologica. Achados compardveis foram observados em
fibroblastos, expressando apenas ARG-2 por lesdo. Em ratos, foi detectada uma up-
regulation apenas de ARG-1 em fibroblastos ap6s o ferimento para fornecer substrato
para sintese de colageno e proliferagdo celular. (WITTE et al., 2003; XU et al., 2004)

A contribuicdo da arginase para a cura de feridas permanece obscura. Um estudo
revelou que a inibicdo farmacoldgica da atividade da arginase afetou diretamente a
cicatrizagdo. A expressdo reduzida de arginase se correlaciona diretamente com a
cicatrizacdo de feridas e, como tal pode representar um importante alvo terapéutico
futuro. (CAMPBELL et al., 2013) Portanto, a literatura revela uma associacdo de ARG-
1 com cicatrizes patologicas e ARG-2 com cicatrizes normais, condizente com os achados
da nossa pesquisa, que mostrou uma expresséo significativamente elevada de ARG-1 para
0s queloides, mas uma expressdo nao significativa de ARG-2.

No presente estudo, ndo encontramos diferenca significativa no numero relativo
de copias de RNAm para IL-33 nos grupos estudados. A IL-33 pode ser encontrada em
queratindcitos da pele, células epiteliais e endoteliais, e pode atuar na cicatrizacdo de
feridas, mas sem clara associacdo com queloides. Enquanto IL-1 é processado e liberado
por células imunes vivas em resposta a infeccdo ou outros gatilhos, IL-33 é liberado
principalmente como um sinal de perigo por células danificadas. Estudos defendem o
papel da IL33 em promover a cicatrizacdo de feridas através do reparo epitelial precoce.
(WANG, S. et al.;2012) IL-33 pode também ser liberada por mastdcitos ativados com
acOes autdcrinas e paracrinas. 1L-33 aumenta os efeitos estimuladores da IgE e da
substancia P nos mastocitos, mas também pode desencadear liberacdo de citocinas por
conta propria. Os niveis de IL-33 no sangue sdo aumentados na asma, dermatite atopica,
esclerose mdltipla, artrite reumatoide e sindrome de Sjogren. No entanto, elevagédo
prolongada de IL-33 pode ser protetora na aterosclerose, sugerindo diferentes papéis em
doengas imune-reguladas. (CHRISTOPHI et al., 2012; WANG, S. et al., 2012)

IL33 primariamente induz a formac&o de citocinas Th2 mas também pode ativar
células CD8+. No entanto, parece que o tipo de citocina induzida pela 1L-33 pode
depender particularmente do tecido alvo, uma vez que a extensdo e o tipo de tais

mediadores variam entre os tecidos. (SAVINKO et al., 2013) IL33 foi considerada o



principal ligante do receptor IL-1R4, que é expresso majoritariamente na superficie de
células epiteliais, fibroblastos e mastdcitos. (LIEW; PITMAN; MCINNES, 2010)

A IL-33 tem sido cada vez mais implicada na imunopatologia e inflamacé&o. Niveis
de sangue de IL-33 sdo aumentados em uma serie de doencas autoimunes e inflamatérias,
como artrite reumatoide, lUpus sistémico eritematoso, sindrome de Sjogren, doenca de
Graves e doenca inflamatoria intestinal. IL-33 tem um papel descrito na cicatrizagdo de
feridas e sob processos de inflamacdo cutanea se comunicam com neurdnios sensoriais
desencadeando prurido. Esses dados demonstram um papel anteriormente néo
reconhecido para um eixo 1L-33 na regulacédo das interacdes das células imunes epiteliais
necessarias para a restauracdo da barreira cutdnea apds ferimentos. (GALIANO et al.,
2004; TANIGUCHI etal., 2013)

Alguns estudos testaram diretamente o papel de IL-33 em niveis cutaneos na
cicatrizacao de feridas apos ferimento dérmico de espessura total. Demonstraram que a
expressdo de IL-33 esta elevada apds ferimento cutaneo em camundongos e humanos. Na
auséncia de IL-33, a cicatrizacdo de feridas foi significativamente prejudicada enquanto
a presenca de 1L-33 promoveu re-epitelizacdo e fechamento de feridas. Juntos, esses
dados demonstram um papel anteriormente ndo reconhecido para um eixo 1L-33 na
regulacdo das interacdes das células imunes epiteliais necessarias para a restauracao da
barreira cutanea apés ferimentos. (GALIANO et al., 2004; RAK et al., 2016) Porém, até
0 momento ndo existe associacdo clara entre IL-33 e queloide, mais estudos sdo

necessarios.

Os niveis de VIP neste estudo ndo foram detectaveis, e, portanto, nenhuma
conclusdo pode ser inferida sobre sua associacdo com queloides. O peptideo vasoativo
intestinal (VIP) é um neuropeptideo que pertence a superfamilia do glucagon/secretina,
primeiramente identificado por Said e Mutt ha 30 anos, foi originalmente isolado como
um vasodilatador. Com o tempo, evoluiu cientificamente de um hormonio para um novo
agente capaz de modificar a funcdo imune e possivelmente uma molécula semelhante a
citocina. (DELGADQO; POZO; GANEA, 2004)

De acordo com a literatura, questiona-se se o VIP poderia ser considerado uma
citocina. O termo citocina define uma proteina secretada por leucécitos (e outros tipos de
células) em resposta a lesdo ou reparo tecidual, atuando predominantemente em um local,
parécrino ou autocrino com agdes pleiotropicas, incluindo efeitos sobre células imunes e

modulac¢do da resposta inflamatoria. Sendo assim, VIP claramente compartilha essas



caracteristicas e poderia ser considerada uma citocina, além de um neuropeptideo.
Embora este atual conceito seja necessariamente amplo e multidisciplinar, pode-se
antecipar uma interface ainda maior com outras patologias no futuro, inclusive sua
associacdo com patologias cicatriciais. (DELGADO et al., 2002)

VIP foi classificado pela primeira vez como um hormonio intestinal porque foi
isolado a partir do trato digestivo e desempenha um papel na secrecdo de eletrolitos no
trato intestinal, mas foi posteriormente encontrado como um neurotransmissor em varios
tecidos. VIP exerce uma gama ampla de atividades, como imunoldgica e neuroprotetora.
(DICKSON; FINLAYSON, 2009)

A pele é um 6rgdo densamente inervado e estudos sugerem claramente que o
sistema nervoso cutaneo e seus neuromediadores desempenham um papel importante na
homeostase da pele e durante todas as fases de cicatrizacao de feridas. Destaca-se o fato
de que o desequilibrio dos neuromediadores encontrados em doenga com desnervacgao,
como diabetes, causa retardo e prejuizo na cicatrizagdo. Os nervos sensoriais na pele sao
capazes de liberar neuromediadores como neuropeptideos que sinalizam para a pele. Os
neuropeptideos sdo uma familia de mensageiros extracelulares, que atuam como
neurotransmissores, hormonios ou fatores paracrinos. Numerosos neuropeptides sao
liberados pela inervacdo cutanea sensorial e autondmica, incluindo substancia P e o VIP.
Além disso, proprias células, como queratindcitos, células endoteliais, células de merkel,
fibroblastos ou leucocitos sdo capazes de liberar neuropeptideos. A presenca de
neuropeptideos em terminacgdes nervosas livres e a proximidade dessas terminagdes com
uma variedade de células na pele parecem associar 0 nervo cutaneo a outras acdes
biol6gicas, com destaque para a cicatrizacao de feridas. (ANSEL et al., 1996; HOLZER,
1988; LEMBECK; HOLZER, 1979; LEUNG; WONG, 2000; SCHAFFER, M. et al.,
1998; WANG, H. et al., 2002)

VIP é considerado um peptideo neural e enddcrino. Mais evidéncias emergentes
comprovam gue a inervacgao cutanea desempenha um papel importante na cicatrizacéo de
feridas. Ashrafi et al. em 2016 analisou a evidéncia do papel da inervacdo da pele durante
0s estagios de cicatrizacdo de feridas cutdneas. Numerosos neuropeptideos que s&o
secretados por fibras nervosas sensoriais e autondmicas sdo uma parte essencial durante
distintas fases da cicatrizacdo. A compreensdo dos mecanismos através dos quais a
inervacdo cutanea modula a cicatrizagdo de feridas no adulto e no feto ira fornecer
oportunidades para desenvolver dispositivos terapéuticos que poderia manipular a

inervacdo da pele para auxiliar a cicatrizacdo de feridas. O VIP pode ser envolvido na re-



inervacao do tecido ferido, pois se demonstrou promover a regeneracdo do nervo ciatico
em rato apés sua transeccdo. (ASHRAFI; BAGUNEID; BAYAT, 2016; GONZALEZ et
al.,, 1997; RAYAN et al., 1995; WOLLINA, 1993) A constatacdo do retardo na
cicatrizacao da pele desnervada destaca a importancia da inervacao cutanea no reparo de
feridas, fato investigado experimentalmente em modelos humanos e animais e também
observado clinicamente. (GONZALEZ et al., 1997; WOLLINA, 1993)

Em relagdo a analise da expressdo do VIP-R1, observou-se que 0s pacientes
com queloide apresentaram um maior namero relativo de cépias de RNAm quando
comparados aos controles, porém sem diferenca estatistica.

Achados da literatura sdo pobres no que se refere a associacao de receptores de
VIP e cicatrizes patolégicas. O receptor do VIP (VIP-R1) pertence ao grupo B da familia
GPCR (receptores transmembrana acoplados a proteina G) e consiste em 437 - 459
residuos de aminoacidos com um dominio N-terminal extracelular de cadeia longa. De
acordo com a IUPHAR (Unido Internacional de Farmacologia) os mamiferos tém 2
subtipos de receptores de VIP (VPACSs), nomeadamente, VPAC1 e VPAC2. O VIP é
distribuido em altas concentra¢des no trato digestivo e sistema nervoso. Ja, a distribuicédo
de VPAC1 e VPAC?2 tem sido extensivamente analisada. VPACL é expresso no figado,
pulmdes, rins, prostata, glandulas mamarias, baco, linfdcitos, mucosa do estdbmago e
intestino delgado, e muitos outros tecidos. VPAC2 é expresso em grandes quantidades no
musculo liso de 6rgdos e vasos paredes e também é observado na mucosa do intestino
grosso, células foliculares da tiredide, medula supra-renal, retina e alvéolo epitélio.
VPAC2 também é expresso em linfécitos e macréfagos apos infeccBes bacterianas ou
virais. (REUBI et al., 2000)

As taquicininas e seu receptor nao tiveram niveis de expressao detectaveis por
esse estudo. A substancia P, o principal membro da familia das taquicininas e mais
importante na pele, recebeu essa denominacgéo por parte de seus descobridores meramente
devido & forma como era extraida, em p6 (do inglés powder). E um dos mais potentes
vasodilatadores conhecidos, sendo 100 vezes superior a histamina em idénticas
concentragfes molares. Ela é encontrada nas fibras da derme e epiderme, glandulas
sudoriparas, em corpusculos de Meissner, nervos perivasculares e células de Merkel.
Pode, ainda, ser sintetizada em células do sistema imune, como mondcitos, mastocitos e
eosindfilos. A substancia P € um neurotransmissor composto por uma cadeia de 11
aminodcidos que atua como neuromodulador, e facilita  processos

inflamatorios, ansiedade e nocicep¢do. Pode ser encontrado tanto no sistema nervoso
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central quanto no periférico. Ela é secretada pelos nervos sensitivos especificos e por
células com funcdo inflamatéria como macrofagos, eosindfilos, linfocitos e células
dendriticas e atua ligando-se ao receptor da neuroquinina-1 (NK-1R). (STEINHOFF et
al., 2014) As taquicininas possuem trés receptores identificados, NK-1, NK-2 e NK-3,
todos acoplados a proteina G, cada um com variada distribuicdo entre tecidos e tipos
celulares. As taquicininas interagem com os trés receptores, porém com afinidades,
mecanismos de sensibilizagdo distintos.

A presenca de substancia P de origem neural na pele parece fortemente
controlada pela disponibilidade do fator de crescimento neural sintetizado pelas células
da pele, especialmente por queratindcitos. A substancia P é capaz, ainda, de estimular a
proliferacdo de células de musculatura lisa arterial e de fibroblastos, a proliferacdo de
células endoteliais e a neovascularizacdo in vivo. Seus efeitos positivos sobre a
proliferacdo de queratindcitos em cultura, entretanto, parecem depender da acédo indutiva
do VIP. Mesmo carecendo de trabalhos experimentais definitivos, evidéncias crescentes
sugerem participacdo ativa da inervacdo da pele em seus fendmenos homeostaticos e
patoldgicos. No entanto, em contraste com numerosos dados experimentais, um
componente neural na etiopatogenia da maioria das dermatoses humanas permanece ndo
elucidado, inclusive para os queloides. (DONNERER; SCHULIGOI; STEIN, 1992;
FOREMAN, 1987; JOHANSSON; FANTINI; HU, 1999; LOTTI; HAUTMANN;
PANCONESI, 1995; SCHOLZEN et al., 1998; WALLENGREN, 1997;
WALLENGREN; HAKANSON, 1987; ZANCANARO et al., 1999)

Em relagéo a expresséo de iNOS nos queloides, o estudo ndo foi representativo
pelo fato das amostras terem sido indetectaveis. O NO é produzido pela 6xido nitrico
sintase que existe em trés isoformas, NOS induzivel NOS endotelial e NOS neuronal. Um
equilibrio entre a concentracdo de 6xido nitrico biodisponivel e um nivel de estresse
oxidativo em feridas pode ser crucial no reparo da ferida. O efeito altamente benéfico de
biodisponibilidade do NO é atribuido a eliminagdo do superoxido, que é o principal
componente do estresse oxidativo. Portanto, uma estratégia geral para um a aceleracdo do
processo de cicatrizacdo de feridas pode incluir uma intervencdo que leva a diminuicao
do estresse oxidativo (tratamento com antioxidantes). (SONEJA; DREWS; MALINSKI,
2005)

Estudos subsequientes sobre o importancia da iINOS e da biodisponibilidade do

Oxido nitrico na cicatrizacdo de feridas séo conflitantes, dependendo em grande parte
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modelo de ferida utilizado. Estudos prévios sugerem que o Oxido nitrico, presente na
epiderme basal e na derme, possa atuar como radical livre estimulando a sintese de
coladgeno em cicatrizes queloideanas, onde se observa um aumento da expressao de INOS
quando comparado a pele normal. Sendo assim, 0 NO pode ser considerado um fator de
crescimento pro-fibrotico. Fato que ndo pode ser confirmado por esse estudo, pelo fato
da dosagem dessa molécula ter sido indetectavel. (COBBOLD, 2001)

Sugere-se que o 6xido nitrico seja sintetizado por um amplo espectro de células
dérmicas, e durante a cicatrizacdo estimula a producéo de matriz extracelular, coldgeno.
(SCHAFFER, M. R. et al., 1997) Experiéncias in vitro demonstraram comprometimento
da cicatrizacdo ap6s a aplicacdo de um inibidor de déxido nitrico. Esta caracteristica
destaca um papel potencialmente importante para o 6xido nitrico no excesso de sintese
do coléageno, corroborada por um trabalho experimental que demonstra que a transfeccao
da iNOS aumenta o acumulo de coldgeno. (THORNTON et al., 1998) Consequentemente,
hipotetiza-se que a cicatriz queloideana esta associada com maior quantidade de 6xido

nitrico, em relacdo as taxas normais da pele. (HSU et al., 2006)

Portanto, a alta biodisponibilidade de NO em feridas € importante para melhorar
0 processo de cicatrizagdo. Varios estudos tém sido feito com foco no aumento dos niveis
de NO nas feridas ou pela entrega de doadores de NO e de substrato arginina, conhecido
por ser um aminoacido essencial na cicatrizacdo de feridas. Animais tratados com L-
arginina mostram aumento da deposicdo de colageno em relacdo ao controle.
(DISSEMOND; GOOS; WAGNER, 2002; SEIFTER etal., 1978)

Porém a literatura € conflitante no que tange a associacdo de Oxido nitrico e
cicatrizacdo. Até o presente momento, ndo ha tratamento inteiramente efetivo para lesdes
queloidianas, no entanto, uma das terapias existentes bem sucedidas envolve exciséo
combinada com administracdo intralesional de corticosteroides. Pode-se interpretar a
eficacia deste tratamento pelo fato de que os corticosteroides suprimem a iNOS, uma das
enzimas que sintetizam o Oxido nitrico. Assim, a terapia inibe parcialmente a producéo
de déxido nitrico e, em alguns casos leves de queloides, isso poderia ser suficiente para
evitar a recorréncia. No entanto, podemos explicar também a auséncia de sucesso
completo dos corticosteroides, visto que eles ndo inibem a oOxido nitrico sintase
constitutiva (cNOS), que é uma enzima que esta envolvida na producdo de 6xido nitrico
pelos queratindcitos. Os queratindcitos sdo a principal fonte do excesso de éxido nitrico

presente nos queloides, e, portanto, os corticoides causariam apenas uma inibicéo limitada



sobre a producdo de 6xido nitrico. (BERMAN; BIELEY, 1995; RADOMSKI; PALMER;
MONCADA, 1990)

Outro estudo teve como objetivo investigar o efeito de NO sobre fibroblastos em
queloides e determinar os niveis de expressdo da INOS em espécimes de queloide. A
expressao de INOS e a producdo de NO foram elevadas nos tecidos cicatriciais
queloideanos mas ndo em tecidos de pele perilesional normal correspondentes. Além
disso, a exposicéo de fibroblastos queloideanos (cultura celular) ao NO ex6geno resultou
em aumento da expressdo de colageno tipo | de uma maneira dose-dependente. Em
conjunto, esses resultados indicam que o excesso de formacdo de colageno no queloide
pode ser atribuido a expressdo aumentada do iINOS. (HSU et al., 2006)

Outra pesquisa prévia hipotetizou que a interagdo entre TGF-f3 e NO nos queloides
poderia promover a deposicao excessiva de coldgeno associada a este transtorno. iNOS
apresentou uma elevacdo significativa nos queloides em comparacdo a pele normal.
Apesar de estar documentado que TGF tem um efeito de feedback negativo sobre iINOS,
demonstra-se uma co-upregulation de TGFB1 e iNOS em queloides. Assim, no queloide
NO é tdo importante como o fator de crescimento pro-fibrotico quanto TGFB1 e ambos
poderiam ser trabalhados em coordenacdo. Portanto, o equilibrio entre TGFf3 e NOS
poderia ter muita importancia, ao afetar as células queloideanas através de efeitos
autocrinos e paracrinos e poderia desempenhar conjuntamente um papel na patogénese
do queloide. Em conclusdo, entender as a¢cdes de TGFB ¢ NOS na cicatriz queloideana
pode levar ao desenvolvimento de agentes anti-fibroticos combinados clinicamente Uteis.
(EL-ALEEM, S. A. A., SOHA ; OSMAN, NOURA MOHAMED SABER 2017)

Para andlise da expressao in situ de FGF nas cicatrizes queloideanas e normais, o
estudo ndo foi conclusivo por um baixo nimero de amostras detectadas durante qPCR.
Conforme achados da literatura, sabe-se que a familia dos FGF é composta de 22
membros estruturalmente relacionados. A maioria dos membros desta familia possui um
amplo espectro de agdo mitogénica, em células de origem mesodérmica, ectodérmica e
endodermica. Efeitos demonstrados in vivo sdo sugestivos do envolvimento destes fatores
de crescimento com o processo de reparo tecidual. Os FGFs sdo mitogénicos para varios
tipos celulares presentes no tecido lesado, incluindo fibroblastos e queratinécitos.
(ABRAHAM, 1996)

Em les&o por queimadura em ratos, foi detectada imunoreatividade na regeneragéo

da epiderme para o FGF que foi acompanhada de melhor regeneracéo dessa formacéo de



tecido de granulacédo e renovacao capilar. (KIBE; TAKENAKA; KISHIMOTO, 2000)
Este fator foi também detectado nas margens de queimaduras em humanos. (GIBRAN et
al.,, 1994) Posteriormente, foi verificado que seu RNAmM era predominantemente
detectado em fibroblastos da derme e em tecido de granulacdo de humanos e de
camundongos. (MARCHESE et al., 1995; WERNER et al., 1992) O FGF estimula o
crescimento da matriz extracelular. A administracdo de FGF recombinante para feridas
na pele pode acelerar a cicatrizacdo de feridas cronicas, o que significa que FGF
desempenha um papel fundamental para a cicatrizacdo de feridas. Mas ainda um papel

com definicdo incerta nas patologias cicatriciais queloideanas. (ORNITZ; ITOH, 2001)

Em relacdo aos alvos estudados, apOs preparo do material para analise de
citocinas, verificamos que um expressivo nimero de pacientes e controles ndo
apresentaram amplificagdo para cONA para TAC1, TAC-R1, VIP, iNOS e FGF. Portanto,
as amostras ndo foram detectaveis, e ndo podemos inferir nenhum resultado em relacéo a
essas substancias através desse estudo. De todas elas, a Unica associa¢do com cicatriz
queloideana definida pela literatura até 0 momento é o FGF. As demais ndo possuem, até
0 momento, expressdo confirmada na literatura na fisiopatogenia do queloide. Sendo
assim, os achados para essas moléculas ndo sao considerados conclusivos, e ndo podemos
fazer inferéncias com os dados disponiveis até entdo, apesar de que esses dados nédo
devem ser desprezados, visto que a literatura comprova associacdo clara da expressdo
dessas moléculas com o processo de cicatrizacdo normal e patoldgica e com processos
inflamatorios da pele.

O achado ndo condizente com a literatura da diferenca de expressao de citocinas
ja estudadas entre cicatrizes normais e os queloides também pode ter sido resultado da
interferéncia do uso de corticoide na amostra tecidual, ou dos diferentes tempos de
evolugéo das amostras cicatriciais obtidas, em diferentes fases da cicatrizacdo. Apesar do
que, diferencas significativas obtidas na expressdo de TFG-p, IL-22 e ARG-1 ocorreram
mesmo sob influéncia da corticoterapia local, fato que ainda deve ser investigado no
futuro. N&o se sabe o real efeito da triancinolona intralesional utilizada sobre as
substancias estudadas, mas pode representar um viés, ainda a ser esclarecido. Para maior
esclarecimento, sdo necessarios novos estudos que objetivem comparar queloides com e
sem influéncia do uso de corticoide intralesional, e qual seu real efeito sobre as citocinas
e fatores de crescimento envolvidos na etiopatogenia dessas cicatrizes. O presente estudo

ndo teve como objetivo a comparacdo das cicatrizes submetidas ou ndo ao efeito do



corticoide; apenas apés a aplicacdo do protocolo de tratamento que se constatou que a
maioria das cicatrizes eram ativas e com contraindicacdo a abordagem cirdrgica, mesmo
para biopsia tecidual, pelo risco de reativacdo do queloide com piora clinica, o que seria
antiético e prejudicial ao paciente.

A corticoterapia é considerada o tratamento padrdo para o queloide ha anos
(URIOSTE; ARNDT; DOVER, 1999) e diferentes CE ja foram empregados em seu
tratamento. A triancinolona é empregada para o tratamento de cicatrizes queloidianas
desde 1966. (GRIFFITH, 1966)

A triancinolona € um importante corticosteroide fluoratado sintético, cuja
atividade glicocorticoide é intensa e a atividade mineralocorticoide é diminuida.
Acetonida de triancinolona foi o primeiro CE halogenado a ser amplamente usado de
modo topico para afeccdes de pele e mostrou-se mais efetivo do que os demais CE
topicos. Os efeitos dos corticoides sdo numerosos e amplos. Entre suas caracteristicas,
destacam-se a¢des anti-inflamatorias: prevencdo ou supressao de fendmenos iniciais do
processo inflamatério: calor, rubor, edema, dilatagdo capilar, migracdo dos leucdcitos e
fagocitos, bem como os tardios, que incluem proliferacdo de capilares e fibroblastos e
deposicdo de colageno. O mecanismo pelo qual a triancinolona infiltrada intradérmica
age no local da lesdo ndo esta totalmente elucidado. Sabe-se que seu efeito maior é no
processo inflamatdrio, mas também controla manifestacdes posteriores como proliferagédo
de fibroblastos, deposicdo de colageno e cicatrizacdo. (HARVEY, 1973)

H&a evidéncias substanciais de que a triancinolona inibe a migracdo dos
fibroblastos e a sintese dos colagenos e a a2 macroglobulina, resultando na degradacéao
do colageno. Alguns autores acreditam que a regressao do queloide, com o uso da TCN
deve-se ao aumento da degradacdo do colageno, elevando a atividade da colagenase. Esse
corticoide ocasiona degeneracdo e fagocitose celular. (CARVALHAES et al., 2015;
FERGUSON, 1994; FRANK, 1987; HARVEY, 1973; KETCHUM; ROBINSON;
MASTERS, 1971; KRUSCHE; WORRET, 1995; URIOSTE et al., 1999) Alguns
estudos afirmam que o corticoide possue influéncia mais forte sobre as células endoteliais
do que sobre os fibroblastos da cicatriz, inibindo a angiogénese, reduzindo o fluxo
sanguineo local, acarretando também vasoconstri¢do e isquemia, e reducdo do aporte de
citocinas inflamatorias para o queloide. Dessa forma induziria a regressao da cicatriz e
inativacéo de sua fase inflamatoria, com melhora dos sintomas locais.

Sabe-se que a triancinolona é um glicocorticoide sintético com propriedades anti-

inflamatdrias e imunomoduladoras. Apés a entrada celular, a triancinolona se liga e ativa



0 receptor de glicocorticoides, o que leva a translocacdo do complexo ligante-receptor
para 0 ndcleo e induz a expressdao de genes responsivos a glicocorticoides, como
lipocortinas. As lipocortinas inibem a fosfolipase A2, bloqueando assim a liberagdo de
acido araquidénico a partir de fosfolipidos de membrana e impedindo a sintese de
prostaglandinas e leucotrienos, ambos mediadores da inflamacéo. Além disso, a producao
de citocinas pré-inflamatorias, incluindo interleucina IL -1 e IL-6, e a ativacdo de
linfocitos T citotdxicos também sdo inibidas. As células T sdo impedidas de produzir IL-
2 e proliferar. Como ja citado, a triancinolona inibe a proliferacédo de fibroblastos, inibe
a sintese de colageno, reduz a inflamacao e aumenta a vasoconstri¢ao no tecido cicatricial
e, por fim, induz a regresséo da cicatriz. (HIETANEN, 2016)

A infiltracdo da base do queloide com corticoide tem o propo6sito de atuar no local
onde penetram os mediadores do processo cicatricial e onde se encontram os fibroblastos
com capacidade replicativa. A contencdo da droga em pequenos volumes no local da
cicatriz reduz seus efeitos sistémicos. A corticoterapia pré-operatoria teve por objetivo
reduzir a intensidade da cascata da cicatrizagdo. A concentracdo de 10 mg/ml é
insuficiente para o tratamento do quel6ide, pois 50% dos pacientes ndo apresentam
regressdo dos sintomas de prurido e dor nem melhora do aspecto da cicatriz.
Considerando que a concentracéo de 10 mg/ml de triancinolona é ineficaz e que ndo existe
diferenca entre as concentra¢fes de 20 mg/ml e 40 mg/ml no tratamento dos queloides, é
pertinente propor 20 mg/ml como a menor concentracao eficaz no tratamento do queloide.
(CARVALHAES et al., 2015)

No entanto, mesmo sob efeito triancinolona foram observadas diferencas
significativas na expressdio do RNAm para TGF-B, IL-22 e ARG-1. Isso pode ser
explicado pelo fato de a dose de corticoide utilizada ndo ter sido suficiente para modular
a expressdo do RNAm dessas citocinas, ou devido a polimorfismos genéticos que deixam
esses individuos resistentes a acdo da triancinolona para estas citocinas. (VAN OOSTEN

et al., 2010) Porém, essas hipoteses precisam ser futuramente validadas.

Em relacdo a betaterapia, apesar de ser um tratamento considerado padrdo-ouro
quando associado a cirurgia, ndo é um servico disponivel pelo SUS na cidade de Uberaba,
e possui custo elevado, o que restringe sua indica¢do. Temos reservado a betaterapia para
0S casos mais agressivos, extensos, multiplos e recidivantes, cujos tratamentos prévios

resultaram em insucesso, seja através de cirurgia ou corticoterapia.






6- CONCLUSAO

O estudo da expressdo de RNAm para citocinas e fatores de crescimento em
pacientes com queloide quando comparado as cicatrizes normais, evidenciou diferenca
significativamente maior na expressdo de TFG-B, IL-22 e ARG-1 nas cicatrizes
queloideanas. Enquanto que os achados para IL-33, ARG-2 e VIP-R1, apesar da maior
expressao dos pacientes com queloide, ndo foram significativos. E, por fim, a analise das
copias de RNAm para FGF, TAC-1, TAC-R1, VIP e iNOS foram inconclusivas, por
niveis ndo detectaveis das amostras durante o estudo. Esses achados ndo devem tornar
esses fatores menos importantes. A expressdo ndo conclusiva dessas ultimas moléculas
ndo exclue a associacdo delas com queloides e cicatrizacdo anormal.

Portanto, entender os mecanismos celulares e moleculares que controlam a resposta
inflamatoria durante a cicatrizacdo cutanea podera promover estratégias para melhorar o
tratamento de milhares de pacientes afetados pelas patologias cicatriciais ao redor do
mundo. Relevante também é o fato de ser limitado, at¢é o momento, o repertorio
terapéutico para tratamento dos queloides. Enfim, novos estudos para o entendimento da

associacao dessas moléculas com os queloides se fazem necessarios.
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8- ANEXOS

Anexo A. Termo de consentimento livre e esclarecido.

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Maria José, 122 - 2°. Andar - Bairro Nossa Senhora da Abadia
100 — Ubera

Telefone: (0%*34) 3318-5776 - E-mail: cep@pesqpg.uftm.edu.br

y)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPANTES MAIORES DE IDADE

TITULO DO PROJETO: “Analise de polimorfismos genéticos e da expressdo de
citocinas, metaloproteases e inibidores de metaloproteases em queloides e cicatrizes
hipertroficas™.

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo “Anéalise de polimorfismos genéticos
e da expressdo de citocinas, metaloproteases e inibidores de metaloproteases em
queloides e cicatrizes hipertroficas”, por apresentar queloide, cicatriz hipertréfica ou
cicatriz normal (controle). Os avancos na area ocorrem através de estudos como este, por
isso a sua participacdo € importante. O objetivo deste estudo é investigar a contribuicao
de fatores imunoldgicos (componentes que atuam no sistema de defesa do nosso
organismo) e polimorfismos genéticos (alteracbes nos genes) para o desenvolvimento
dessa alteragdo cicatricial e caso vocé participe, serd necessario responder um
questionario sobre cirurgias, histérico familiar, entre outros dados a serem analisados
nessa pesquisa; sera coletado de 5 a 10 ml de sangue (uma Unica vez, a menos que ocorra
algum problema com o processamento da amostra que exija uma nova coleta); e no
momento da retirada da cicatriz sera coletado algum fragmento da lesdo. Néo sera feito
nenhum procedimento que lhe traga risco a sua vida. Vocé podera ter algum desconforto
na coleta de sangue. Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a vocé. O
beneficio principal de sua participacdo € possibilitar que no futuro, os resultados
alcancados com esta pesquisa possam auxiliar no diagndstico e tratamento desta doenga,
beneficiando pessoas em risco de desenvolvimento de queloide ou cicatriz hipertréfica.
Vocé poderd obter todas as informacgdes que quiser e poderd ndo participar da

pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo receberd qualquer valor em
dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer
momento do estudo pois vocé sera identificado com um numero.



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Maria José, 12 da

dar - Bairro Nossa Senhora da Abadia

Telefone: (0%*34) 3318-5776 - E-mail: cep@pesqpg.uftm.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Analise da expressdo de citocinas, metaloproteases e inibidores
de metaloproteases em queloidese e cicatrizes hipertréficas”.

Eu, ,
li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual
procedimento a que serei submetido. A explicacdo que recebi esclarece 0s riscos e
beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacao a
qualguer momento, sem justificar minha decisao e que isso ndo afetara meu tratamento.
Sei que meu nome ndo serd divulgado, que ndo terei despesas e nao receberei dinheiro
por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo. Receberei uma via deste
Termo.

Em relacdo ao armazenamento de material para futuras analises sujeitas a consulta ao
CEP:

( ) concordo () néo concordo
Uberaba, ............. [ Lo,
Assinatura do voluntério ou seu responsavel legal Documento de
Identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores:
(34)33185434 Prof. Virmondes Rodrigues Junior/ Laboratdrio de Imunologia
(34) 33185489 Profa. Denise B. Rocha Rodrigues/ CEFORES - Laboratério de Imunologia

Em caso de dlvida em relacdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro pelo telefone
3318-5776.



Anexo B. Proposta para prontuario de registro de pacientes.

IDENTIFICAGAO — DATA ATENDIMENTO — PRIMEIRA CONSULTA:

NOME: RG- prontuério:

DATA DE NASCIMENTO: IDADE:

ENDERECO:

TELEFONE: RACA: () branca ( ) negra ( ) parda
HISTORIA FAMILIAR: SEXO ()F ()M

ANAMNESE:

LOCALIZACAO DO QUELOIDE:
ORELHA(__ ) D(_) E(C_) FACE(__ ) R.CERVICAL (__)

R.OCCIPITAL (__) TORAX () ESTERNO (__) MAMAS ()
DORSO (___) ABDOME( ) UMBIGO ()
MMSS ()  MMII(___ )

OUTRO:

IDADE DE APARECIMENTO DA PRIMEIRA LESAO:
NUMERO DE LESOES: ETIOLOGIA (TRAUMA,
BRINCO, VACINA, ACNE, CIRURGIA):

BRINCO (__) PIERCING ( ) VACINA(__) QUEIMADURA( )

TRAUMA ( ) CIRURGIA ( ) ACNE ( )

PRESENCA DE OUTRAS CICATRIZES:
CIRURGIAS PREVIAS:
COMORBIDADES:
MEDICACOES EM USO:
TRATAMENTOS PREVIOS REALIZADOS:

CORTICOIDE INTRALESIONAL/NUMERO DE APLICACOES

EXCISAO CIRURGICA

BETATERAPIA___SIM () NAO( )

COMPRESSAO- MALHA ELASTICA ( ) BRINCOS DE PRESSAOQ ( ) PLACAS DE SILICONE

)

CREMES TOPICOS:

RECIDIVA:__( )SIM  ( )NAO
ADESAO AO TRATAMENTO:
EXAME FISICO: ATIVIDADE DO QUELOIDE ( )ATIVO () INATIVO

TRATAMENTO ATUAL: COLETA DE DADOS PARA PESQUISA

() TERMO DE CONSENTIMENTO:

( ) DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA: ( ) ANTESTTO ( ) DURANTE TTO ( )APOS TTO

() CIRURGIA - DATA: PROCEDIMENTO REALIZADO:

( ) BETATERAPIA POS-OPERATORIA: SIM ( ) NAO ( )
( ) INFILTRACAO CORTICOIDE: TRIANCINOLONA 20 MG/ML — TRIANCIL- TOTAL DE APLICAGOES
( ) ANTES CIRURGIA: ( ) DEPOIS DA CIRURGIA :

SEGUIMENTO POS-TRATAMENTO: ( )SIM ( )NAO TEMPO DE SEGUIMENTO :




Anexo C. Fluxograma de tratamento dos queloides.

QUELOIDE

—

ATIVIDADE DA
CICATRIZ

queloide
ATIVO

corticoterapia
intralesional até
inativagéo

[ |

] L]
. resposta: ndo \ . resposta: sim \

insucesso
terapéutico

(refratariedade)

lesdo < 2cm

queloide

INATIVO

lesdo > 2cm

CIRURGIA: intralesional

CIRURGIA:

extralesional

(tempos cirurgicos
sequenciais)

corticoterapia
pds-operatodria

recidiva: sim

recidiva: ndo

>

seguimento
semestral




Anexo D. Primers do sistema Tagman (Applied Biosystems — EUA).

PRIMER
TGF-B
FGF
IL-33
IL-22
ARG-1
ARG-2

VIP

VIP-R1 (VPACL)

TACL (SP)

TAC-R1 (NK1-R)

INOS

B-ACTINA (ACTB)

CODIGO

Hs01555410_m1
Hs01092738_m1
Hs00369211_m1
Hs01574154 m1
Hs00163660_m1
Hs00982833_m1
Hs00175021_m1

Hs00910453_m1

Hs00243225_m1

Hs00185530_m1

Hs01075529_m1

Hs01060665_g1



