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RESUMO

Os queloides sdo resultantes de alteracdes fisiologicas no processo cicatricial. Séo
caracterizados pelo crescimento além das bordas da les&o inicial e pela ndo regressao
espontanea. Seus sinais e sintomas incluem dor, prurido, rubor e enrijecimento local e pode
causar desconfortos psicoldgicos, devido a desfiguracao estética muito comum nestas lesdes.
Caracteriza-se pela deposicdo excessiva de colageno e diversas citocinas podem estar
contribuindo na fisiopatologia. O objetivo deste estudo foi avaliar através de morfometria as
fibras colagenas e analisar in situ a expressao das citocinas em lesfes de queloides e compara-
las ao grupo controle. Um total de 33 pacientes foram acompanhados no ambulatério da
cirurgia plastica, tratados com triancinolona 20mg/ml intralesional e encaminhados para
excisdo da lesdo. Os fragmentos foram armazenados em RNA later e em formol tamponado.
O grupo controle constituiu-se de 40 fragmentos de cicatriz normal retiradas, em sua maioria,
de pacientes secundiparas ou multiparas durante cesariana. Para a captura de imagens e
quantificacdo das fibras colagenas foram utilizados o sistema Leica Qwin Plus® e Image J®.
Os resultados demonstraram uma predominancia do sexo feminino (60,60%), etnia n&o branca
(60,60) e descendéncia negra direta (66,66%). Os queloides apresentaram aumento
significativo no colageno total e tipo Il (p<0,0001; p=0,0001). Significativamente, a
expressdo de mRNA para o TGF-$ nos queloides apresentou-se aumentada, a de IFN-y, IFN-
yR1 e IL-10 foram menores, sem diferenca estatistica para 0 IFN-yR1 ¢ o TNF-a ndo
apresentou diferenca significativa (p<0,001; p=0,009; p=0,246; p=0,037; p=0,911)
comparados ao grupo controle. CorrelacBes entre colageno tipo Il a expressdo de mRNA do
TGF-B foram positivas e significativas (p=0,001, z= 3,210), do IFN-y, IFN-yR1 e IL-10
negativa e significativa (p=0,015, z=-2,425; p=0,021, z=-2,303; p=0,014, z=-2,445) e do
TNF-a sem diferenca estatistica (p=0,555, z=0,590). Dessa forma, com estes resultados, pode-
se sugerir que as citocinas pro-infamatorias e anti-inflamatorias podem estar auxiliando
diretamente na patogénese do queloide principalmente ao induzir uma cicatrizagdo mais
imatura, com sintese excessiva de colageno e com contracdo cicatricial ineficiente. Além
disso, 0 TGF-p parece ser o maior fator de indu¢do da ativagdo e proliferacdo dos

fibroblastos, sendo um alvo importante de estudos para elucidar a fisiopatologia do queloide.

Palavras-chave: Queloide, Colageno, Citocinas.



ABSTRACT

Keloids are the result of physiological changes in the healing process. Characterized by
growth beyond the borders of the initial lesion and by non-spontaneous regression. Its signs
and symptoms include pain, itching, flushing and local stiffness and can cause psychological
discomforts due to the aesthetic disfigurement very common in these lesions. It is
characterized by the excessive deposition of collagen and several cytokines may be
contributing to the pathophysiology. The objective of this study was to evaluate the collagen
fibers, analyze in situ expression of cytokines in keloid lesions, and compare to the control
group. 33 patients were followed up at the plastic surgery outpatient, treated with
triamcinolone 20 mg/ml and referred for excision of the lesion. The fragments were stored in
later RNA and buffered formalin. The control group consisted of 40 normal scar fragments
taken from secondary or multiparous patients during cesarean section. The Leica Qwin Plus®
and Image J® system were used for image capture and quantification of the collagen fibers.
The results showed a predominance of women (60.60%), non-white (60.60) and direct black
ancestry (66.66%). Keloid showed a significant increase in total and type Il collagen (p
<0.0001, p = 0.0001). Significantly, the expression of mRNA for TGF-f in keloid was
increased, the expression of IFN-y, IFN-yR1 and IL-10 were lower, and with no statistical
difference for IFN-yR1 and TNF-a showed no statistical difference (p<0.001, p=0.009,
p=0.246, p=0.037; p=0.911) compared to the control group. Correlations between collagen
type Il and TGF- mRNA expression were positive and significant (p=0.001, z=3.210), and
IFN-y, IFN-yR1 and IL-10, were negative and significant (p=0.015, z=-2.425, p=0.021, z=-
2.303, p=0.014, z=-2.445) and TNF-a with no statistical difference (p=0.555, z=0.590). Thus,
with these results, it can be suggested that pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines
may be directly assisting in the pathogenesis of the keloid mainly by inducing a more
immature healing, with excessive collagen synthesis and with inefficient wound contraction.
In addition, TGF-p appears to be the major induction factor for fibroblast activation and

proliferation, and is an important target for studies to elucidate the keloid pathophysiology.

Keywords: keloid, Collagen, Cytokines.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1 PELE E CICATRIZACAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, representa mais de 15% do peso corpéreo e
dependendo da regido apresenta-se mais rigida ou mais flexivel (KANITAKIS, 2002).
Constitui uma interface dindmica entre 0 meio interno e externo exercendo funcbes de
protecdo, barreira contra micro-organismos e termoregulacédo (WY SOCKI, 1999).

A pele ¢ classificada como um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado e é
constituida por duas camadas, a epiderme e a derme (FORE, 2006). A camada mais externa,
chamada de epiderme, é subdividida em quatro camadas, a camada basal, espinhosa,
granulosa e cornea (GARTNER, 2011). A camada basal é um local de intensas mitoses e
renovacdes celulares, sendo que a medida que as células migram para as camadas mais
externas, tornam-se mais cuboides e com perda de funcbes (MONTAGNA, 1967). Outras
células importantes encontradas na epiderme sdo os queratindcitos, melandcitos e as células
de Langerhans (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014).

Uma das funcdes mais complexas da pele englobam os mecanismos de imunidade
local, sendo os principais constituintes da imunidade cutdnea inata, os macrofagos, células
natural Killers, mastocitos e proteinas do sistema complemento. Ja as células da imunidade
adaptativa incluem os linfocitos e células dendriticas (BANGERT; BRUNNER; STINGL,
2011; TSIROGIANNI; MOUTSOPOULOS; MOUTSOPOULOS, 2006).

A derme une-se a epiderme através da camada papilar, que apresenta saliéncias
chamadas de papilas dérmicas com fungdo de apresentar maior aderéncia entre as duas
camadas, e sua camada reticular € mais espessa, profunda e formada por tecido conjuntivo
denso (GARTNER, 2011).

Por ser um 6rgdo de comunicagdo do meio interno com 0 meio externo esta suscetivel
a diversos tipos de traumas como queimaduras, incisdes cirargicas, laceracOes, cortes e
ulceracBes, que sdo reparados pela cicatrizacdo. Este processo é caracterizado por uma
cascata de eventos complexos, dinamicos e sobrepostos, que sdo divididos em trés fases,
intituladas inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo (DRYDEN; SHOEMAKER; KIM,
2013). O periodo inflamatorio inicia-se imediatamente apés a lesdo e tém uma duragdo que
pode variar de 24 a 48 horas (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Os sinais classicos da inflamagéo

Dissertacdo de Mestrado - Isabela Rios da Silva
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Introducdo

sdo dor, calor, rubor e edema e perda de fungdo, consequentes do aumento no fluxo sanguineo
e da permeabilidade capilar (WORLEY, 2004).

Através da analise macroscopica e microscopica das fases cicatriciais, 0 primeiro
estagio foi caracterizado pela hemorragia imediatamente apos a lesdo, formacdo do coagulo
de fibrina e a migragcdo de numerosos eritrdcitos, neutrofilos e mondcitos em um periodo de
24 horas (SIMPSON; ROSS, 1972). As primeiras células a migrarem dos capilares para o
sitio da lesdo sdo os neutréfilos e os mondcitos, sendo que inicialmente os neutrofilos
apresentam-se em maior namero, porém, apés algumas horas, os macréfagos, derivados dos
monacitos, predominam em quantidade (LI et al., 2007).

A fase proliferativa inicia-se no segundo ou terceiro dia e pode durar até duas semanas
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). Apds 3 dias da lesdo, ainda ha a presenga do
coagulo de fibrina e células sanguineas, porém, fibroblastos ainda ndo sdo observados nas
proximidades da lesdo. No 5° dia ja se observa fibroplasia e neovascularizagédo e no 7° dia ha a
formacdo do tecido de granulacdo, porém, até o décimo dia, a contracdo cicatricial ndao é
visualizada. Dessa forma, sugere-se que fibroplasia e angiogénese séo insuficientes para
iniciar o processo de aproximacéo das bordas da lesdo (WELCH; ODLAND; CLARK, 1990).

A Ultima fase, inicia-se na segunda semana e pode durar até um ano, sendo mais longa
em relacdo as duas etapas anteriores (KEAST; ORSTED, 1998). Sua principal caracteristica é
a deposicdo do colageno na ferida e do ponto de vista clinico é a etapa mais importante, pois a
qualidade e a quantidade de deposicdo de matriz extracelular irdo determinar o sucesso da
cicatrizacdo (WITTE; BARBUL, 1997).

A matriz extracelular € composta por duas principais classes de macromoléculas, as
proteinas fibrosas, que incluem as fibras colagenas e a elasticas, e as glicoproteinas ao qual
englobam a fibronectina, proteoglicanas e a laminina (MECHAM, 2012). As fibras colagenas
sdo as proteinas maiores e mais abundantes da matriz extracelular. Vinte e oito diferentes
tipos de colageno ja foram descobertos, tendo funcdes especificas nos varios tecidos, bem
como diferentes modos de organizagdo supramolecular (MYLLYHARJU; KIVIRIKKO,
2001).

Cada tipo de colageno € composto por trés cadeias o polipeptidicas, apresentando
sequéncias repetidas de (Gly-X-Y)n, sendo X frequentemente uma prolina, Y uma
hidroxiprolina e n maior ou igual a 1. Estas repeticdes desencadeiam a formacao da tripla
hélice, uma peculiaridade estrutural da superfamilia do colageno (RICARD-BLUM,;

RUGGIERO, 2005). A tripla hélice é relativamente rigida e ha casos em que a resisténcia da
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molécula a extensdo e compressdo é de extrema importancia para sua funcéo bioldgica. Em
alguns coléagenos, a tripla hélice é interrompida por sequéncias globulares que proporcionam
maior flexibilidade a molécula (PROCKOP; KIVIRIKKO, 1995).

Na pele, a sintese de colageno ¢ realizada pelos fibroblastos e 0s genes responsaveis
pela producéo do colageno tipo | sdo o COL1A1, localizado no cromossomo 17, que codifica
a cadeia al(I) e o COL1A2 localizado no cromossomo 7 que codifica a cadeia a2(I)
(HUERRE et al., 1982). O colageno tipo 11 € produzido através do gene COL3AL, localizado
no cromossomo 2 (SOLOMON et al., 1985). Vérias vias de sinalizacdo, tais como, MAP
kinase e NF-kB induzem a sintese de coladgeno através da transcricio do mRNA, sendo
traduzido no RER e hidroxilado e glicosilado em pré-coldgeno (SCHMIDT et al., 1998; XU
et al., 1998). Posteriormente ocorre a excre¢ao para 0 meio extracelular através de exocitose,
onde por meio de enzimas proteoliticas, ha a clivagem de seus prépeptideos terminais C e N,
transformando-o em um tropocolageno. Em seguida, os tropocolagenos ligam-se entre si
formando as fibrilas colagenas, que dardo origem as fibras coldgenas (BOOTH; POLAK;
UITTO, 1980).

Os tipos de colageno mais presentes na derme sdo o colageno tipo I, que representa
80% da totalidade e o colageno I, compondo os demais 20% (VON DER MARK, 1981). O
colageno tipo | é a proteina extracelular mais abundante nos vertebrados, forma mais de 90%
da massa organica dos 0ssos e € 0 mais presente nos tend@es, pele, ligamentos e cérnea. A
tripla hélice do colageno tipo | é formada por um heterotrimero composto por duas cadeias
idénticas a1(I) e uma cadeia 02(I) (BILEZIKIAN; RAISZ; MARTIN, 2008).

O colageno tipo III é um homotrimero, composto por trés cadeias ol(Ill) e ¢
amplamente distribuido em tecidos contendo colageno tipo I. Sua distribuicdo é
essencialmente paralela as fibras do colageno tipo I, pois suas moléculas homotrimeras
possuem a capacidade de permitir a mistura com o colageno tipo | (GELSE; POSCHL,
AIGNER, 2003). O colageno tipo | € considerado o colageno maduro e é responsavel pela
forca e tensdo dos tecidos, ja& o colageno tipo Ill representa o colageno imaturo, sendo
sintetizado durante as fases iniciais da cicatrizagdo (STADELMANN; DIGENIS; TOBIN,
1998).

Na pele néo lesada, o colageno apresenta-se organizado de forma entrelacada, o que é
encontrado nas fases finais da cicatrizacdo quando ha& a presenca de maior quantidade de
coldgeno do tipo I. Nos periodos iniciais da cicatrizacdo o colageno apresenta-se mais fino e

disposto de forma aleatoria. Esta diferenca esta relacionada ao processo de maturacdo da

Dissertacdo de Mestrado - Isabela Rios da Silva



© 00 N o u b~ W N R

N N RN N N N N N N N P P R R P R R R p p
© 00 N O U1 M W N P O W 0 N OO0 1 M W N R, O

19
Introducdo

ferida, sendo que nos momentos iniciais da fase de remodela¢do ha uma maior producgdo de
coldgeno tipo 11, que no decorrer do tempo vai sendo degradado concomitantemente com o
aumento na sintese de colageno tipo | (BAILEY et al., 1975; BROUGHTON et al., 2006).

Umas das coloraces utilizadas para avaliar a presenca das fibras colagenas é a
coloracdo pelo picrosirius (PS), quando visualizadas por microscopio de luz com lente
polarizada, apresenta uma birrefringéncia caracteristica, na qual as fibras do tipo |
apresentam-se vermelho-amareladas e as fibras do tipo Il sdo visualizadas pela coloragédo
esverdeada (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979; LATTOUF et al., 2014).

Foi demonstrado que o volume de densidade do colageno total e da elastina em tecidos
de queloide apresentaram-se aumentados em relacdo ao grupo controle, tanto na derme
profunda, quanto na superficial. Esses resultados sugerem a possibilidade de que os
fibroblastos anormais do queloide sintetizam colageno e elastina em excesso no inicio da
cicatrizacdo, porém a porcentagem de elastina ndo é tdo significativa quanto a do colageno, o
que segundo os autores explica 0s poucos artigos estudados em relacdo a elastina no queloide
(CHEN et al., 2011).

A patogénese do queloide tem sido estudada por diversos grupos (JIN, 2014; LUAN
et al., 2016; ZHANG et al., 2011). Em cultura in vitro de fibroblastos de queloide, foram
encontrados aumentos significativos de coladgeno do tipo | e valores inalterados de colageno
tipo I, concluindo que as fibras do tipo Il ndo contribuiam na patogénese do queloide
(UITTO et al., 1985). Entretanto, outros autores acreditam que pode ter ocorrido uma
alteracdo no cultivo in vitro destas células, pois, através de imunohistoquimica, a expressdo de
colageno do tipo I e Il foi significativamente maior no queloide, comparados ao controle, e
desta forma estas fibras parecem ter um papel importante na formacdo dessa alteragédo
cicatricial (WULANDARI et al., 2016). Da mesma forma, em outro estudo, niveis
significativamente aumentados de colagenos tipo | e Il foram encontrados utilizando a
técnica de northern blot (NAITOH et al., 2001).

Assim, a maioria dos estudos tém chamado atencdo pela presenca aumentada dos
colagenos do tipo | e 11, entretanto sdo diversos 0s mecanismos e hipoteses envolvidos nessa

neoformagéo intensa.
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1.2 QUELOIDE

Os possiveis primeiros relatos sobre o aparecimento de queloide foram descobertos
através de uma transliteracdo hieroglifica de documentos chamados de Papiros de Smith,
datados de 3.000 anos atras e descritos pela civilizagdo egipcia (ALLEN; ART, 2005).

Alibert, em 1806, apresentou a primeira descrigdo na literatura cientifica, classificando
0 queloide como lesdes semelhantes ao cancer, devido ao seu crescimento tecidual exagerado,
denominando-as de “les cancroides”. Posteriormente, 0 mesmo autor apresentou o termo
queloide, uma palavra derivada do grego na qual “khele” significa garra e “oeides”
semelhante a, devido & comparagdo da lesdo com as patas de um caranguejo (ADDISON,
1854).

Através de uma andlise da literatura e esculturas encontradas de povos antigos da
Nigeéria, chamados de loruba, comprovou-se o conhecimento deles em relacdo a formacéo do
queloide e suas observagdes incluem predisposicao familiar, tempo de aparecimento da lesé&o,
crescimento além das margens iniciais da cicatriz e a ndo possibilidade de cura (OMO-DARE,
1973).

Os queloides sdo caracterizados pelo crescimento exagerado de tecido que se estende
além das bordas da cicatriz inicial e a ndo regressdo da lesdo com o passar do tempo. Outras
alteracbes cicatriciais como as cicatrizes hipertroficas apresentam semelhancas com 0s
queloides, causando muitas vezes confusdo de diagnéstico (BERMAN; BIELEY, 1995).

Por ser um tipo unico de cicatrizacdo fibrética, o queloide é encontrado apenas em
humanos (TUAN; NICHTER, 1998). Dessa forma, estudos vém sendo feitos com modelos
animais para aprimorar 0s conhecimentos nessa linha de pesquisa. Autores implantaram
tecido de queloide em camundongos e encontraram similaridade entre as caracteristicas do
queloide e do implante, tais como o aumento da lesdo e da quantidade de fibroblastos, além da
deposicdo excessiva de colageno. Dessa forma, sugeriu-se que esses modelos animais podem
auxiliar no conhecimento da patogénese e da eficiéncia de drogas utilizadas no tratamento dos
queloides (LEE, Y. S. et al., 2016; WANG, H.; LUO, 2013).

O histérico familiar € considerado relevante no aparecimento do queloide, sendo que,
aproximadamente 56% dos pacientes apresentam parentes de primeiro ou segundo grau com
queloide, e deste total, em 33% dos casos, a mae € identificada como o familiar com queloide
(TANAYDIN et al., 2016). Esta aproximacdo familiar também pode estar relacionada a maior

possibilidade de recidiva, pois em casos de histérico familiar positivo, 28,6% dos pacientes
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ndo apresentaram recidiva e 55,6% apresentaram reincidéncia da lesdo, ambos 0s casos apos
excisdo cirargica (FURTADO; HOCHMAN; FERREIRA, 2012; LANE; WALLER; DAVIS,
2005). Dessa forma, sugere-se que a incidéncia do queloide pode estar associada a
predisposicdo genética, devido a estudos indicando que a formacdo do queloide esta
relacionada a polimorfismos em locis de regides cromossomais como 1qg41, 3g922.3-23, e
15021.3 (NAKASHIMA et al., 2010). No queloide encontra-se também uma maior incidéncia
em pacientes ndo brancos, com taxas entre 84,4 a 87%, e em mulheres entre 67% a 87,5%
(BERMAN; FLORES, 1997; LANE et al., 2005; TANAYDIN et al., 2016; UD-DIN et al.,
2013).

A idade minima dos pacientes que procuram tratamento pode variar de 16 a 21 anos e
a maxima de 42 a 63 anos, com uma média de idade de 24,7 a 34,5 (SON et al., 2014;
WILSON, 2013). O aparecimento da lesdo esta entre 11 a 40 anos, indicando a atuacdo de
horménios como sendo um dos fatores que contribuem na patogénese do queloide (SHAMSI
MEYMANDI; REZAZADEH; EKHLASI, 2014). Estudos indicam a influéncia
principalmente de horménios sexuais como a testosterona e o estrdgeno, que induzem uma
maior incidéncia de queloide na puberdade e na gravidez. Além disso, em fases como a
menopausa, onde ha diminuicdo na regulacdo hormonal, relata-se uma regressdo da leséo
(MOUSTAFA; ABDEL-FATTAH; ABDEL-FATTAH, 1975; SCHIERLE; SCHOLZ;
LEMPERLE, 1997). Foi encontrado que 80% dos pacientes com queloide, apresentando ou
ndo historico familiar desenvolveram a lesdo ap6s os 11 anos, sendo que, 92,3% nao
apresentaram alteracbes no primeiro furo no l6bulo da orelha durante a infancia, porém
desenvolveram queloide durante a perfuracdo de brincos e piercings apds os 11 anos de idade
(LANE et al., 2005).

Os locais comumente encontrados sdo na regido abdominal, 16bulo da orelha, torax,
costas, ombros e bragos (CAVALIE et al., 2015; SEO; SUNG, 2012). O queloide ocorre apds
lesGes de diversas causas, como perfuracdo de brincos e piercings, cirurgias, queimaduras,
vacinas, catapora, acnes, traumas e também por causas desconhecidas pelos pacientes
(BERMAN; FLORES, 1997; CAMACHO-MARTINEZ et al., 2013). Os sinais e sintomas
incluem questdes fisicas como prurido, dor, rubor, enrijecimento local e em alguns casos
restricdo de mobilidade, bem como alteracdes psicologicas devido a desfiguracdo estética
muito comum no queloide (BOCK et al., 2006; MEDHI et al., 2013).

Cortes histoldgicos de fragmentos de queloide mostraram um epitélio escamoso

estratificado hiperqueratinizado, derme superficial com fibroblastos paralelos a superficie
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epidermal, presenca de infiltrado inflamatorio e de feixes densos de coladgeno hialino
(HUNASGI et al., 2013). A derme justaposta apresentou-se mais vascularizada, com presenca
de grande quantidade de linfocitos e fibroblastos e menor quantidade de macrofagos,
eosinofilos e neutrofilos polimorfonucleares quando comparados a pele normal (APPLETON;
BROWN; WILLOUGHBY, 1996).

H& uma diferenca clara entre a organizacdo do coladgeno no queloide e nas cicatrizes
normais. As fibras colagenas da pele normal mostraram-se entrelacadas (EHRLICH et al.,
1994), ja no queloide sdo observadas fibras espessas e dispostas de forma desorganizada,
apontando que no queloide falta uma orientacdo apropriada das fibras necessarias para a
contracdo cicatricial (EHRLICH et al., 1994; VERHAEGEN et al. 2009). Esta contragéo,
dependendo do seu desenvolvimento, traz sucesso ou fracasso ao processo cicatricial
(GRINNELL, 1994).

Inimeros séo os tratamentos descritos para o queloide, porém nenhum deles apresenta
uma completa eficacia. A radioterapia, crioterapia e a terapia fotodindmica mostraram-se
opcoes efetivas e relativamente seguras para o tratamento de queloide e todas apresentaram
diminuicdo das lesBes e dos sintomas (GUPTA; KUMAR, 2001; SHEN et al., 2015; UD-
DIN et al., 2013). A presséao no local tem sido considerada um fator relevante na regressdo da
lesdo e nas taxas de recorréncia pés-cirurgica. Estudos mostraram que a aplicacdo de géis de
silicone, diminuiu o tamanho da lesdo em 19,2% e apresentou 30,7% de satisfacdo do paciente
apos o uso (BERMAN et al., 2013; MEDHI et al., 2013).

A injecdo intralesional de um corticoide chamado triancinolona, apresentou
diminuicdo dos sintomas, regressdo da lesdo e baixas taxas de recidiva, entre 4,5 a 6%, em
menos de um ano (CARVALHAES et al., 2015). Autores demonstraram através de cultura
gue a triancinolona ndo altera a proliferacdo celular dos fibroblastos do queloide por ndo atuar
na regulacdo dos niveis de p53 e p2, sugerindo que este tratamento ndo induz apoptose dos
fibroblastos do queloide (HUANG et al., 2013). Este medicamento induziu a diminuigdo nos
niveis de TGF-p produzidos pelos fibroblastos da pele normal em 45,4%, porém, nos
fibroblastos do queloide diminuiram apenas 20% da producdo desta citocina (CARROLL et
al., 2002). Autores demonstraram que o corticoide atua inibindo fatores de transcrigdo pro-
inflamatdrios como o NF-kB, modulando a transcricdo de citocinas pro-inflamatdrias como o
TNF-a ¢ a IL-6 (DE BOSSCHER et al., 1997). Relata-se também sua influéncia no fator de

transcricdo AP-1, que possui funcdo de modular a transcricdo de genes pro-inflamatorios,
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como os das metaloproteinases-2 (MMP-2) e metaloproteinases-9 (MMP-9), induzindo a lise
de proteinas da MEC e do colédgeno (ALJADA et al., 2001)

Devido sua funcéo de inibir divisdo celular e proliferacéo de fibroblastos, o Mitomicin
foi alvo de tentativas para tratamento do queloide, porém, quando utilizado na sua forma
topica e intralesional apresentou resultados desapontadores, tais como deficiéncia na
cicatrizacdo, dor, ulceracdo e necrose (SEO; SUNG, 2012).

Tratamentos combinados também séo utilizados, como a aplicacdo de laser diiodo
juntamente com a triancinolona, no qual alguns autores apontam porcentagem de regressao de
75% da leséo inicial em todos os casos analisados (KASSAB; EL KHARBOTLY, 2012).
Através da juncdo entre a aplicacdo de bleomicina com a eletroporacdo, 0s autores
encontraram uma diminuigdo média de 87% no volume cicatricial, bem como diminui¢do dos
sintomas, sugerindo que, por ser um tratamento mais caro e complexo, deve ser utilizado em
pacientes com lesdes maiores e que ndo respondem aos demais tratamentos (MANCA et al.,
2013).

Independente do tratamento, a maior eficacia foi comprovada através da combinagéo
dos tratamentos com a excisdo cirirgica (DOORNBOS et al., 1990). Foi demonstrado que
83,75% dos pacientes tratados com excisdo cirurgica seguida de uma injecdo de 5-fluoracil e
toxina botulinica apresentaram satisfagdo com o resultado final (WILSON, 2013). A aplicacdo
da triancinolona juntamente com a excisdo cirdrgica é um dos tratamentos mais difundidos e
gue apresentaram menores taxas de recorréncia, sendo que, a taxa de pacientes que ndo
apresentaram recidiva apds a excisdo e tratamento variou de 91,5 a 94% (BASHIR et al.,
2015).

Até o momento, ndo ha uma explicacdo plausivel para o aparecimento do queloide,
dessa forma, varios estudos e suposi¢des sdo realizados. A presenca de queloide em locais de
maior tensdo cicatricial € muito comum, dessa forma, foi desenvolvido um modelo in vitro
tridimensional com o intuito de simular a tensdo cicatricial in vivo. Os resultados indicaram
um aumento significativo na expressao de genes relacionados a tensdo como a Hsp27, PAI-2 e
integrina 02f1 na sintese da MEC, bem como alongamento e proliferacdo de fibroblastos,
sugerindo a atuagédo da tensdo local como sendo um dos fatores preditivos para o queloide
(SUAREZ et al., 2014).

Outro fator relevante é a superproducdo de colageno, sendo que os fibroblastos do
queloide mantidos em cultura sintetizaram doze vezes mais coldgeno em relagcdo aos

fibroblastos de cicatriz normal (YOUNAI et al., 1994). Autores demonstraram in vitro, que 0s
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fibroblastos do queloide exibem um maior crescimento celular, em resposta a cicatrizagéo,
quando comparados aos fibroblastos normais da derme, sugerindo que esta alteracdo contribui
na patogénese do queloide (CALDERON; LAWRENCE; BANES, 1996)

Através de analise histoldgica, observou-se que no queloide foi encontrado
simultaneamente células sofrendo necrose e apoptose e fibroblastos propagando a fibrose.
Dessa forma, através da observacdo desse processo, caracterizou-se o queloide como uma
lesdo fibrotica, avascular e colagenosa. Os autores acreditam que, controlando estes processos
pode-se criar uma nova linha de intervencdo terapéutica no tratamento do queloide
(APPLETON; BROWN; WILLOUGHBY, 1996).

Diversos estudos buscam uma explicacdo para a formacdo do queloide, porém
diversos fatores parecem estar envolvidos, dessa forma, entender os processos que envolvem
0 sistema tegumentar e 0 processo cicatricial sdo de extrema relevancia para o estudo do

queloide.

1.3 ASPECTOS IMUNES

1.3.1 O papel das citocinas na formacao dos queloides

O IFN-y possui uma estrutura dimérica de 25 kilodalton (kDa), com dois polipeptideos
auto associados de forma antiparalela produzindo uma molécula que apresenta um duplo eixo
de simetria, sendo principalmente produzida por células natual killers (NK) e linfécitos T. E
uma citocina com propriedades antifibroticas, antivirais e antiproliferativas e tem sido
considerada relevante no processo cicatricial (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012,
EALICK etal., 1991; ISHIDA et al., 2004).

Modelos animais sdo muito utilizados no estudo da atuagdo do IFN-y frente a
cicatrizacdo. Com o intuito de avaliar o estimulo do IFN-y apés uma lesdao, camundongos
normais (BsD2F1) submetidos a excisdo e subsequente aplicacdo sistémica de IFN-y,
apresentaram uma diminuigdo na contragdo cicatricial, bem como na deposicdo de colageno
comparados a animais normais nao estimulados (MILES et al., 1994).

Em animais knockout de IFN-y apds 3 dias do ferimento, a lesdo diminuiu 40% ¢ em
animais normais a area lesionada diminuiu apenas a metade em 6 dias. Apos administracao de
anti-IFN-y em animais normais, foi encontrado um aumento nas taxas de fechamento

cicatricial (ISHIDA et al., 2004). Outro estudo mostrou que atraves da administracao local de
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IFN-y apos injaria, houve uma diminui¢do na quantidade de fibroblastos, de proliferacao
capilar e atraso cicatricial comparados aos grupos ndo tratados com a citocina (STOUT,;
GRESSER; THOMPSON, 1993). Em modelos experimentais, sugere-se que o IFN-y pode
interromper eventos fundamentais da cicatrizacdo, aumentando a incidéncia de complicacdes
e modulando negativamente o processo cicatricial.

Em humanos, para avaliar a atuacdo do IFN-y na cicatrizagdo, cultura de fibroblastos
foram preparadas com IFN-y em diferentes concentragdes. Doses de IFN-y de 1000 a 2000
U/ml provocaram uma inibicdo da sintese de colageno e da proliferacdo dos fibroblastos,
porém a inibi¢do dos fibroblastos iniciou-se somente a partir de 48 horas de tratamento. Dessa
forma, sugere-se que o IFN-y, apesar de ser um rapido inibidor de fibrose, apresenta inibicdo
tardia da proliferacdo dos fibroblastos (DUNCAN; BERMAN, 1985). Foi demonstrado que o
IFN-y induz ativagdo de vias Jak/STATI1 e age no nivel transcricional inibindo a sintese de
MRNA do colageno e consequentemente a formacdo das fibras coladgenas. (DARNELL,;
KERR; STARK, 1994; ROSENBLOOM et al., 1984)

Através de excisdo cirargica seguida de aplicacBes intralesionais de IFN-y em
queloides, foi observado uma taxa de recidiva de 40% em 12 semanas de acompanhamento e
a recorréncia da lesdo ap6s excisdo cirurgica sem tratamento apresenta uma taxa acima de
50%. Dessa forma, os autores concluiram que o tratamento com IFN-y ndo apresenta
vantagens quando comparado a excisdo cirurgica isolada. E a ineficicia destas aplicagdes
pode estar relacionada as baixas doses aplicadas e a absor¢ao sistémica da droga (BROKER et
al., 1996).

Com a utilizacdo da técnica de western blot, foi demonstrado que na auséncia de TGF-
B, os fibroblastos normais da derme ndo produzem coldgeno tipo I, porém ao adicionar
10ng/ml de TGF-B, a sintese de colageno foi induzida, porém apos a insercdo de 10ng/ml de
IFN-y, houve supressdo significativa na sintese do colageno. Ja os fibroblastos do queloide
produzem montantes significativos de colageno tipo | na auséncia do TGF-B e ao adicionar
10ng/ml de TGF-p a sintese de colageno foi aumentada, mas doses de 10, 100, 1000 ng/ml de
IFN-y ndo afetaram a sintese de colageno basal nem a induzida (HASEGAWA et al., 2003).

Dessa forma, durante os processos cicatriciais normais ou aberrantes como o queloide,
0 IFN-y vem sendo considerado um inibidor tanto da proliferagdo dos fibroblastos quanto da
sintese de componentes da MEC, alem de atuar como antagonista dos efeitos do TGF-p.

Para IFN-y desempenhar adequadamente seu papel, ¢ necessario a atuacdo eficaz de

seu receptor. O receptor de interferon (IFN-yR1) humano é uma glicoproteina de 472
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aminoacidos com massa molecular aparente de 90 kDa (VALENTE et al., 1992). A estrutura
do polipeptideo do IFN-yR1 é formado por uma cadeia o, necessaria para ligacdo e
sinalizacdo e uma cadeia B atuante principalmente na sinalizagdo, desempenhando um menor
papel na ligacdo. O dominio intracelular do receptor da cadeia a possui duas sequéncias
importantes, uma sequéncia de LPKS requerida pela a associagdo entre a cadeia o com a
tirosina quinase Jakl, e a outra uma sequéncia YDKPH, que quando fosforilada forma o local
de ancoragem Statl latente. O dominio intracelular do receptor da cadeia B apresenta uma
sequéncia boxl/ box2, requerida para a associacdo com Jak2 (BACH; AGUET,;
SCHREIBER, 1997).

Devido ao duplo eixo de simetria formado pela conformacéo da molécula de IFN-y,
sugere-se que uma Unica molécula homodimera pode se ligar a duas moléculas de IFN-yR1,
sendo essa ligacdo muito especifica pois ndo é inibida por outras classes de interferon,
(BACH et al., 1997; FARRAR; SCHREIBER, 1993).

Ha relatos de que o IFN-yR1 est& expresso em todos os tipos celulares, com excecao
dos eritrocitos. Plaquetas expressam IFN-yR1 em niveis de 300 receptores por célula e
considerando um grande numero de plaquetas na circulacdo é possivel que esta célula tenha
um papel importante no transporte desse receptor através do sistema circulatério (FARRAR,;
SCHREIBER, 1993; MOLINAS; WIETZERBIN; FALCOFF, 1987).

Através da técnica de imunohistoquimica, a expressdo positiva do IFN-yR1 foi
encontrada em células B de linfonodos, de tonsilas e de apéndice e foi ainda encontrado que
os macrofagos dos tecidos linfoides sdo fortemente positivos. Através de citometria de fluxo
analisou-se células sanguineas, de linfonodos, tonsilas, baco e timo, confirmando que a
maioria dos linfocitos B sdo IFN-yR1 positivos enquanto linfocitos T sdo negativos no
linfonodo e positivos no sangue periférico. Em 6rgdos ndo linfoides foi encontrado
positividade para o IFN-yR1 em células endoteliais de vasos de tamanho pequeno a médio.
Este padrdo de distribuicdo do IFN-yR1 pode ajudar a entender as varias funcbes do IFN-y
(VALENTE et al., 1992).

Um aumento na expressdo do IFN-yR1 parece ser influenciado pela interagdo entre
fibroblastos e queratindcitos (FRANSSON et al., 1995). A auséncia do IFN-yR1 foi
encontrado em pacientes com infeccdo por Schistosoma mansoni e foi associada a formacgéo
de fibrose. (REZENDE et al., 1997) Um polimorfismo no gene deste receptor pode estar

relacionado a fibrose hepatica severa nestes casos de infec¢do e acredita-se que este receptor
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pode ser relevante no controle de formacéo de fibrose presente em outras doengas (DESSEIN
etal., 1999).

N&o foram encontradas evidéncias da atuacao deste receptor no processo cicatricial e
no processo de formacdo de queloides, porém, em outras doencas o IFN-yR1 parece atuar no
controle da formacdo fibrdtica e pode apresentar relevancia no processo cicatricial por sua
grande abundéncia nas plaquetas, que sdo fundamentais na cicatrizacao.

O TNF-o ¢ uma glicoproteina de aproximadamente 17 kDa quando soluvel, sendo
primariamente produzido por macrofagos/mondcitos, células abundantes e presentes durante
os periodos iniciais da cicatrizacdo, além de estar relacionada a resposta fibrdtica em varios
orgdos, inclusive na pele (CARSWELL et al., 1975; GARNER et al., 1993; YING et al.,
1991).

Com o intuito de avaliar os niveis de TNF-o durante as fazes cicatriciais, foi
observado que o TNF-o apresentou um pico 30 minutos apds a lesdo e apdés uma hora
apresentou diminuicdo em suas taxas, porém com valores elevados em relacdo a pele normal,
sugerindo que o TNF-a ¢ indicativo de fases iniciais da cicatrizacdo (BIRINCIOGLU et al.,
2016). Através de cultura de células endoteliais tratadas com TNF-o, observou-se um
aumento na sintese de moléculas de adesdo como leucocito-endotélio-1, ICAM-1 e VCAM-1,
concluindo que o TNF-a representa um papel importante no recrutamento de células para o
local da leséo (BRADLEY; POBER, 1996).

Através de cultura, fibroblastos induzidos com TNF-o apresentaram diminui¢do de
50% na sintese de coldgeno quando comparados a fibroblastos néo tratados, e através de um
ensaio nuclear, foi encontrado uma inibicdo na atividade trascricional, devido a diminuigdo da
sintese de procolageno al(I). Os autores sugerem que o TNF-a seja importante modulador da
sintese de colageno, pois diminui a transcricdo de genes, 0s niveis de MRNA e a producao de
colageno em culturas de fibroblastos (SOLIS-HERRUZO; BRENNER; CHOJKIER, 1988).

Utilizando anticorpos especificos para algumas citocinas, em células mononucleares
do sangue periférico, foi encontrado um aumento nos niveis de TNF-a nos pacientes com
queloide gquando comparados ao grupo controle. Os autores relatam que este aumento pode
estar relacionado a uma resposta secundaria dos macrofagos e fibroblastos aos niveis
incontrolados da acumulacéo de coldgeno nos pacientes com queloide (MCCAULEY et al.,
1992).

O TNF-a pode ser um modulador da producdo de colageno. Culturas de fragmentos de

pele humana foram estimulados com TNF-a e através da analise dos niveis de hidroxiprolina
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e biomarcadores para degradacdo de colageno foi constatado um aumento na degradacdo de
colageno tipo | em relagdo a culturas sem o estimulo. Através de western blot e
imunohistoquimica foi confirmado aumento nos niveis de enzimas que degradam colageno
como a MMP-1 e MMP-3 em relacéo aos controles (AGREN et al., 2015).

Autores implantaram uma esponja com TNF-o em camundongos e continuaram
aplicando esta citocina diariamente com o intuito de avaliar a atuagdo local do TNF-o no
desenvolvimento do tecido de granulacdo. Posteriormente, estas esponjas foram retiradas,
cortadas em pequenos pedacos e coradas com Weigert van Gieson para visualizacdo do
coldgeno. A partir do quarto dia de aplicacdo, a formacdo de colageno apresentou-se
significativamente menor no grupo tratado com TNF-a em relagdo ao controle. Culturas de
fibroblastos do tecido de granulacdo de camundongos e de humanos também foram analisados
sendo que em ambos encontrou-se um efeito inibitorio na producédo do colageno em culturas
tratadas com TNF-a em relagdo as nao tratadas (RAPALA, 1996).

Observa-se o efeito do TNF-a na supressdo da sintese do colageno através da inibigédo
da producdo pelos fibroblastos e da indugdo da producdo de enzimas que degradam o
colageno.

As citocinas anti-inflamatdrias também apresentam um relevante papel no processo
cicatricial. O TGF-p ¢ uma molécula homodimérica de aproximadamente 25 kDa que
apresenta fungdes de controlar o crescimento, diferenciacdo e funcdo de varias células de
derivacdo epitelial e mesenquimal (ROBERTS et al., 1990). E uma citocina de extrema
relevancia durante o desenvolvimento, homeostase e reparo tecidual (WERNER; GROSE,
2003)

Durante a cicatrizacdo, esta citocina é produzida pelas plaquetas e por células do
tecido como fibroblastos e macrofagos, atuando como quimioatrativo para demais
fibroblastos, neutréfilos e macr6fagos bem como estimulante para a sintese de componentes
da MEC como coléageno e fibronectina (TAKEHARA, 2000; VARGA; ROSENBLOOM,;
JIMENEZ, 1987). Autores encontraram dois picos dessa citocina na cicatrizagdo normal, o
primeiro, nos instantes iniciais da cicatrizagdo, comprovando sua liberagdo pelas plaquetas e o
segundo algumas horas ap0s, sugerindo a liberacdo pelas demais células do tecido (WANG,
G.etal., 2014).

A sintese do colageno, pode ser induzida pelo TGF-B, que se liga ao receptor serina-
tirosina cinase ubiquo (TBRII), e entdo o receptor TGF-B I (TPRI) ¢ recrutado e fosforilado

pelo TBRIL. O sinal entdo propaga-se através de Smads, uma familia de proteinas
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intracelulares, que por sua vez, transportam informacdo ao ndcleo estimulando a transcrigcdo
dos genes (COL1AlL, COL1A2 e COL3ALl), induzindo a producdo dos colagenos do tipo | e
do tipo Il (DERYNCK; ZHANG, 2003). Uma superexpressdao do TBRI e TPRII e uma maior
fosforilacdo de proteinas Smad foi encontrado em fibroblastos do queloide, que parecem
induzir uma producédo excessiva de colageno (CHIN et al., 2001). Estudos apontam que uma
insuficiéncia na eliminagdo da superexpressdo desses receptores, durante a fase de
remodelacdo, pode levar a um efeito autdcrino persistente do TGF-f sobre os fibroblastos do
queloide, levando uma maior sintese de colageno (SCHMID et al., 1998).

O TGF-B tem sido descrito como potente ativador da sintese de MEC pelos
fibroblastos e consequentemente responsavel pela excessiva deposicdo de coldgeno no
queloide. Autores encontraram, através de western blot, um aumento de TGF-p em cultura de
fibroblastos do queloide quando comparados a cultura de fibroblastos da derme normal,
sugerindo o importante papel do TGF-B como uma citocina indutora de fibrose (LEE, T. Y. et
al.,, 1999). Fibroblastos do queloide mantidos em cultura e estimulados com TGF-$
apresentaram taxas maiores de sintese de coldgeno e encontrou-se que esta citocina estimula a
proliferacdo de fibroblastos do queloide via aumento na expressao de miR-21, um microRNA
encontrado em tumores malignos (LIU et al., 2016).

Cultura de fibroblastos normais estimulados com TGF-p apresentaram um aumento
significativo na sintese de colageno do tipo I e 111 e fibronectina quando comparados ao grupo
ndo estimulado. E nesse mesmo estudo, através de hibridizacdo dot blot foi encontrado que as
guantidades de mRNA do colageno I e Ill continuaram a aumentar até 72 horas da retirada do
estimulo com o TGF-B (VARGA et al., 1987).

Da mesma forma, foram analisados através de cultura o comportamento dos
fibroblastos do queloide e foi encontrado que quando estimulados pelo TGF-B, estas células
produziram 12 vezes mais coldgeno do que os fibroblastos de cicatriz normal. Em contato
com anticorpos anti-TGF-beta houve redugdo nas taxas de sintese de colageno em 40%,
mostrando uma sensibilidade dos fibroblastos do queloide a este fator de crescimento
(YOUNAI et al., 1994).

Estudos em modelos animais também auxiliam nas descobertas em relagdo a atuacéo
do TGF-B na formagdo da fibrose. Camundongos normais foram submetidos a duas incisoes,
sendo que em uma delas foram realizadas aplicacdes locais de TGF-f e na outra de anti-TGF-

B. Através de imunohistoquimica foi observado que a ferida tratada com anti-TGF-f
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apresentou menor deposicdo de fibronectina e colagenos tipo | e 111 comparada a outra lesdo
(SHAH; FOREMAN; FERGUSON, 1995).

Para avaliar a atividade contratil dos fibroblastos, utilizando um ensaio de contracéo
com o auxilio de um gel de colageno foi demonstrado que na auséncia de TGF-B, os
fibroblastos normais da derme apresentaram taxa de contracéo de 87,1% da &rea inicial. Apds
adicdo de 10ng/ml de TGF-f a contragdo aumentou 68,8% da area inicial e foi
significativamente inibida pela presenca de 10ng/ml de IFN-y. Ja os fibroblastos do queloide
mostraram aumento na contracdo de 57,7% da éarea inicial em 24 horas comparado aos
fibroblastos normais na auséncia do TGF-B ¢ apds adicionar 10ng/ml de TGF- a contragdo
aumentou 48,3% da area inicial, entretanto 10, 100, 1000 ng/ml de IFN-y ndo afetaram a
inducdo da contracdo basal nem a induzida (HASEGAWA et al., 2003). O TGF-p apresenta
efeitos antagbnicos com o IFN-y. Em animais knock-out de IFN-y, foi encontrado um
aumento significativo na expressdo de TGF-p nos estagios iniciais da cicatrizacdo em relagdo
aos animais normais, indicando que o IFN-y pode modular negativamente o processo
cicatricial (ISHIDA et al., 2004).

Dessa forma podemos considerar o TGF-B como um estimulador da sintese de
colageno, da proliferacdo de fibroblastos e da contracdo cicatricial, além de ser um fator com
funcbes antagbnicas ao IFN-y.

A IL-10 é uma molécula homodimera, considerada uma citocina imunomoduladora
que possui funcdes anti-inflamatdrias relevantes. Esta relacionada com a supressdo da
resposta inflamatoria, inibicdo de citocinas proinflamatorias como a IL-6 e IL-8, bem como na
inibicdo da migracdo de células imunes como mondcitos, macréfagos e neutrofilos (MOORE
etal., 1993; SYTO etal., 1998, WERNER; GROSE, 2003).

A utilizacdo de estudos com modelos animais esta sendo extremamente importantes no
reconhecimento das funcdes dos componentes da cicatrizacdo e muitos deles focam na
atuacdo da IL-10 frente a este processo.

Para avaliar a presenca da IL-10 durante a cicatrizacdo, foi estudado através de RT-
PCR e E.L.1.S.A os niveis de MRNA e proteina em fragmentos pele normal e de tecido lesado
em camundongos. Observou-se que na pele lesionada um pico nos niveis desta citocina 3
horas apos a lesdo, retorno aos niveis basais em 24 horas e posteriormente aumento nas 72
horas apds. Presenga de células foram também analisadas nos diferentes estagios da
cicatrizagdo, sendo que ap6s 6 horas houve presenca de infiltrados de neutrofilos, e entre 24 e

72 horas esses neutrofilos apresentava-se amplamente substituidos por macréfagos. No
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citoplasma, dois tipos diferentes de células mononucleares com sinais de localizagdo de
MRNA para IL-10 foram observadas. Os autores sugerem que 0 primeiro pico esta
relacionado a liberagdo de IL-10 pelas células epidermais precedido da infiltracdo de
neutrofilos e o segundo pico pode ser resultado da producgéo por células mononucleares como
as células epidermais regeneradoras, que parece estar relacionada com a infiltragdo maxima
de macrofagos para o local da lesdo (SATO; OHSHIMA; KONDO, 1999).

Com o objetivo de comprovar as fungdes da IL-10 na cicatrizacdo, modelos animais
foram submetidos a excisbes e tratados com IL-10. No terceiro dia, esses animais
apresentaram diminuicdo da inflamacdo, restauracdo da arquitetura normal da derme e
deposicao de colageno normal comparados aos controles. Nos animais tratados com IL-10, foi
também observado através de imunohistoquimica para CD45, uma diminuigcdo de células
inflamatdrias, e através de PCR, diminuicdo de mediadores proinflamatorios como as
proteinas heat shock 47, proteina quimioatrativa de mondcito-1 e da IL-6 que apresentou
diferenca estatistica (PERANTEAU et al., 2008).

Um estudo avaliou diversos aspectos da cicatrizagdo utilizando camundongos knock-
out (KO) para IL-10 e controles. Em relacdo ao fechamento cicatricial, apos lesdo os
camundongos KO apresentaram aproximacdo das bordas e epitelizacdo acelerada em relacédo
aos animais normais. Através da coloracdo com picrosirius e posterior quantificacdo de
colageno, foi demonstrado um aumento significativo da porcentagem das fibras colagenas dos
animais KO quando comparados aos controles. Por fim, para analisar a qualidade cicatricial
foi aplicado um teste de ruptura na pele cicatrizada, apontando uma diminuicédo
estatisticamente significativa na for¢a de ruptura dos animais KO em relagdo aos animais
normais. Os autores concluiram que a falta de IL-10 resultou em cicatrizacdo e aproximacao
de bordas aceleradas, maior deposicdo de colageno e consequente diminuicdo da forca de
ruptura local, sugerindo que a IL-10 pode retardar o processo cicatricial, modular a deposi¢éo
de colageno e afetar a qualidade do tecido de reparacdo (EMING et al., 2007).

Elucidando a atuacdo da IL-10 frente aos fibroblastos e consequente formacdo de
fibrose, cultura de fibroblastos tratadas com IL-10 apresentaram diminui¢do na expresséo de
mRNA para colageno tipo | em relacdo a culturas ndo tratadas. Através da utilizacdo do
densitdmetro, observou-se que esta reducdo na expressdo do colageno tipo | foi de 1/3 a Y4
com aplicacédo de doses de 50ng/ml de I1L-10 (YAMAMOTO; ECKES; KRIEG, 2001).

Outro estudo, analisou o processo cicatricial em animais e em humanos através da

aplicacdo de baixas doses de IL-10 humana recombinante (rhlL-10) durante o processo
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cicatricial. Em animais, apds o tratamento com a citocina foi encontrado uma diminuigao
significante de células inflamatorias como macrofagos e mondécitos e melhora no processo
bem como na aparéncia cicatricial. Em humano, a aplicacdo resultou em melhora no aspecto
cicatricial e diminuicdo do rubor, indicando que esta citocina pode ser uma alternativa
terapéutica para minimizagédo e/ou profilaxia de cicatrizacdo (KIERAN et al., 2013).

Com estes estudos podemos observar a atuagdo anti-inflamatoria da I1L-10, sua atuagéo
na melhoria do aspecto cicatricial, bem como no impedimento da formacdo excessiva de

colageno muito comum em queloides.
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2. JUSTIFICATIVA

O queloide causa prurido, dor, contraturas, excesso de cicatrizacdo, o que pode afetar
seriamente a qualidade de vida do paciente, tanto fisiologicamente, quanto
psicologicamente (BOCK et al., 2006; GAUGLITZ et al., 2011). Ele pode ser consequente de
pequenas lesdes a pele com acne, piercing na orelha, e grandes lesdes como queimaduras
(TUAN; NICHTER, 1998).

Apresenta altas taxas de recidiva ap0s excisdo cirirgica e até 0 momento nao existe
um tratamento totalmente eficaz. Seu conceito, etiologia, prevaléncia, formas de tratamento e
aspectos clinicos e histopatoldgicos ainda sdo muito discutidos, trazendo um desafio para os
pesquisadores e profissionais da saude.

Os tipos de coldgeno mais presentes na derme séo o colageno tipo | com 80% e o Il
com 20% (VON DER MARK, 1981), e por ser um tipo de cicatrizacdo exacerbada estudos
mostram que o queloide apresenta porcentagens significativamente maiores de colageno
guando comparados com cicatrizes normais (NAITOH et al., 2001; WULANDARI et al.,
2016).

Por se tratar de uma leséo relacionada a alteragdes nos aspectos cicatriciais, discute-se
o importante papel de citocinas, quimiocinas e células do sistema imune que podem estar
desregulados durante a formacdo do queloide, bem como fatores que podem estar
influenciando na deposicdo excessiva de colageno e/ou na falta de acdo de enzimas que
possuem como func¢do degradar o colageno.

Por isso € de grande importancia mais estudos sobre o tema e seus fatores relacionados
com o intuito de buscar formas de tratamento e prevencdo adequadas aos pacientes com

queloide.
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3. HIPOTESE

Citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias influenciam no processo cicatricial,
levando a uma excessiva deposicdo de coladgeno e induzindo uma cicatrizacdo imatura nos

queloides.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Avaliar as fibras colagenas e a expressdo in situ de citocinas pro-inflamatorias e anti-

inflamatdrias em lesdes de queloides comparadas com grupo controle.

4.2. Objetivos especificos

Analisar e quantificar o coladgeno do tipo | e Il em bidpsias de pacientes com
queloides comparadas com grupo controle.

Analisar e quantificar o indice de maturacdo do colageno em bidpsias de pacientes
com queloide comparadas com o grupo controle.

Analisar in situ a expressdo do IFN-y, IFN-yR1, TNF-a, TGF-B1 e IL-10, em biopsias
de pacientes com queloides e compara-los ao grupo controle.

Correlacionar os tipos de coldgenos com a expressdo de IFN-y, IFN-yR1, TNF-a,
TGF-p1 e IL-10.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Aspectos éticos

O projeto de pesquisa do presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), pelo protocolo
CAAE n° 45647315.4.0000.5154 e todos os participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

5.2. Casuistica

Neste estudo, utilizou-se 73 bidpsias, sendo 33 obtidas de bidpsias de pacientes com
queloide e 40 cicatrizes normais.

Os pacientes com queloides foram atendidos em consultas pela equipe de cirurgides
plasticos no Ambulatério Maria da Gléria (AMG-UFTM) situado na rua Frei Paulino, s/n,
CEP: 38025-180, integrado ao Hospital de Clinicas da UFTM (HC-UFTM) na cidade de
Uberaba - MG, que funciona toda sexta feira no periodo da manha, das 7:00 as 12:00 horas.
Este ambulatdrio tem o intuito de conhecer os pacientes com queloide e promover a¢6es para
melhorar o conforto através da escolha da melhor conduta terapéutica e estética.

Como critério de inclusdo foram selecionados para compor o grupo de queloide 0s
pacientes que apresentavam cicatrizacdo anormal, com crescimento das bordas da lesdo além
das margens da cicatriz inicial, além de sinais e sintomas como dor, prurido, rubor e
endurecimento local.

Excluiu-se, através de entrevista, 0s pacientes que apresentavam cicatrizes
hipertroficas, cicatrizes de segunda intencdo e pacientes com uso de imunossupressor
sistémico, portadores de doencas autoimunes e imunodeficientes.

O primeiro contato com o paciente realizou-se através de consulta para o diagndstico
de queloide, indicacdo e inicio de aplicacdo intralesional de corticoide, triancinolona
20mg/ml, uma vez ao més até a melhora do quadro e consequente encaminhamento cirdrgico
para retirada da lesdo. Apos a excisdo manteve-se a tratamento para evitar a recidiva.

A maioria dos fragmentos de pele dos controles foram retirados de pacientes
secundiparas ou multiparas durante a realizacdo da cesariana, retirando parte da cicatriz

normal da cesarea anterior (Tabela 2).
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5.3. Coleta do material

A coleta do material foi realizada nas salas de pequena cirurgia do ambulatério de
cirurgia plastica pelos médios responsaveis pelo setor. Para cirurgia, inicialmente, realizou-se
a marcacdo da lesdo com caneta cirurgica, anestesia com lidocaina 2%, corte da lesdo com
bisturi, excisdo da pele com queloide e sutura. Uma parte do fragmento foi armazenada em
RNA later (Ambion®) para realizacdo de RT-PCR e a outra parte em formol tamponado para
andlise histoldgica.

5.4. Histologia

5.4.1. Preparo do material para anélise histoquimica

Os fragmentos fixados em formaldeido 10% passaram pelo processo de desidratacao
em alcoois com concentracGes crescentes (70 a 100%), diafanizados em xilol e incluidos em
parafina. Realizou-se cortes seriados com 4um de espessura e os fragmentos foram
capturados em laminas de vidro. Realizou-se a coloracdo de hematoxilina e eosina na lamina
de nuamero 1, picrosirius na lamina de numero 2 as demais foram armazenadas para futuras
andlises.

Para coloracdo de Picrosirius foi realizada a desparafinizagédo (xilol I, I1 e 111, ABS I, 1
e 11l e alcool 95%), hidratagdo em agua corrente por 5 minutos e mergulho em agua destilada.
Logo ap6s, um bando de 6 minutos em solucdo de picrosirius (sirius red F3B200 0,1g e
solucdo aquosa saturada de &cido picrico 100 ml), lavagem em agua corrente de 3 a 4
minutos, banho em hematoxilina de Harris por 2 minutos, lavagem em agua corrente de 10 a
15 minutos, desidratacdo e diafanizacdo (alcool 95, alcoois I, Il e Il e xilol 1) e por fim

prosseguiu-se com a montagem da lamina com laminula e meio de montagem.

5.4.2. Andlise morfométrica

Para a quantificacdo da porcentagem das fibras colagenas, dividiu-se as laminas
coradas pelo PS em quatro quadrantes e 0 numero representativo de medidas calculado
através da média acumulada (WILLIAMS, 1977). A partir deste calculo analisou-se 10
imagens por quadrante, totalizando 40 imagens por lamina, sendo uma lamina para cada caso.
As laminas foram examinadas sob luz polarizada, com objetiva de 40x (aumento final de
1600x). A imagem digitalizada mostrava a &rea constituida de colageno, com aspecto

birrefringente. A visualizacdo da birrefringéncia de coloracdo vermelho-amarelada
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representou o colageno tipo I, que com um cursor do computador foi selecionada e
posteriormente capturada e calculada sua porcentagem de area. Essa analise foi realizada
seguindo protocolos estabelecidos na literatura (JUNQUEIRA et al., 1979; LATTOUF et al.,
2014). O colageno tipo Il foi avaliado pela observacdo da coloracdo birrefringente
esverdeada seguindo os mesmos protocolos acima citados. A analise do colageno total
englobou a observacdo e marcagdo das duas cores birrefringentes caracteristicas dos
colagenos | e Il segundo descri¢do relatada acima (Prancha 1).

O indice de maturacdo (IM) foi calculado através da relacdo entre as porcentagens de
colageno do tipo | sobre o tipo Ill, no qual resultados com valores acima de 1 (um)
apresentaram predominancia de colageno |, ou seja, maduro e valores abaixo de 1 indicaram
maior predominancia de colageno tipo Ill, um coladgeno considerado imaturo (COELHO-
LEMOS et al., 2004).

Para a quantificacdo do colageno total e a captura das imagens dos campos para
andlise das diferenciacbes de colageno tipo | e tipo Il utilizou-se uma camera de video
acoplada a um microscépio de luz comum, com sistema Leica Qwin Plus® (Leica
Microsystems, Inc., Wetzlar, Germany) instalado em um microcomputador. Utilizou-se um
sistema analisador de imagens interativo Image J® (NIH, Bethesda, Maryland, US) para

analise da porcentagem de colageno 1 e IlI.

5.5. Biologia molecular

5.5.1. Extracdo de RNA

Para a extracdo do RNA total utilizou-se o kit de extracdo de RNA (RNA SV Total
RNA Isolation System, Promega - EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Fragmentos de tecidos, armazenados em RNA later, foram processados por maceracao
mecanica com o aparelho tissue tearor, transferidos para tubo eppendorf contendo tampéo de
lise e misturados por inversdao. Adicionou-se 350l de tampéo de diluicdo e as amostras foram
aquecidas em banho-maria a 70°C por 3 minutos e centrifugadas a 10 minutos a 13000xg a
4°C. ApoOs esta centrifugagdo tranferui-se o sobrenadante para novos tubos eppendorfs e
adicionado 200ul de etanol a 95%. Transferiu-se o 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 solucdo de lavagem de acordo com as especificacdes do
fabricante (RNA Wash Solution) por 1 minuto e centrifugado (13000xg a 4°C). Eliminou-se a
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presenca de DNA contaminante atraves do traamento com DNase por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apoés esta incubacdo adicionou-se 200l de solugdo de DNAse stop e 0
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 0 RNA para outro tubo, adicionou-se 30ul de
agua livre de nucleasse e realizado centrifugacdo por 1 minuto a 13000xg a 4°C. Apo0s estes
procedimentos, 0 RNA obtido foi eluido em 30pul de &gua deionizada e livre de RNAse, para

quantificacéo e confeccdo de DNA complementar (cDNA).

5.5.2.Confecgdo de cDNA

Confeccionou-se 0 cDNA a partir de 1 pg de RNA, 0,5 ug de Oligo dT (Promega -
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 II, Promega - EUA) e tampdo para reagdo M-
MLV-5x Buffer (Promega - EUA). Novamente, a reacdo 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 agua ultra pura autoclavada, sendo estas amostras congeladas

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

5.5.3. Reacdes de PCR quantitativo (qPCR)

A expressdo quantitativa de mRNA dos genes IFN-y, IFN-yR1, TNF-a, TGF- e IL-
10 foram analisadas por reacdes de PCR em tempo real, nas amostras de cDNA de fragmento
pele com queloide e cicatriz controle. Utilizou-se o sistema Tagman no aparelho de PCR em
tempo real (Applied Biosystems — USA). Primers adequados para tais reacfes forma
utilizados, sendo cada expressdo normalizada com base em controles enddgenos, como a f3-
actina, uma proteina constitutiva presente no citoesqueleto de diversos tipos celulares. O
cDNA sintetizado a partir do RNA mensageiro teve sua utilizacdo como determinado pelo
fabricante. Analisou-se os resultados com base no valor de CT (cycle threshold — ou ciclo
limiar), sendo este o ponto correspondente ao nimero de ciclos onde a amplificagdo atingiu
um dado limiar. Utilizou-se o método Ct comparativo (AACt), por meio de férmulas

aritméticas para alcangar o resultado da quantificacdo relativa de mRNA. O valor do
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threshold foi calibrado para 0,02 e a formula utilizada para calcular o AACt foi: AACt = A Ct
(treated) — Ct (control) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

5.6. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa Statview (Abaccus - EUA). A
verificacdo da distribuicdo normal das variaveis quantitativas foi feita pelo teste de Shapiro-
Wilk. As varidveis apresentaram distribuicdo ndo normal e foram expressas em mediana com
valores minimo e maximo e percentis. As variaveis apresentaram distribuicdo normal com
variancia ndo homogénea ou distribui¢cdo ndo normal foram analisadas pelos testes de Mann-
Whitney. A correlagdo entre duas varidveis continuas com distribuicdo ndo normal foi
analisada pelo teste de Spearman. Para comparar duas variaveis continuas nos mesmos
pacientes foi aplicado o teste de Wilcoxon. As variaveis qualitativas foram expressas atraves
da média e desvio padrdo. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando a probabilidade foi menor 5% (p<0,05).

5.7. Normas para a confeccdo do manuscrito

Para a elaboracdo escrita do trabalho, foi consultado o manual para apresentacdo de
trabalhos académicos baseado nas normas de documentacdo da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) organizado pela biblioteca universitaria da UFTM (ALVES;
SILVA; ALMEIDA, 2013).
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6. RESULTADOS

Foram avaliadas 73 biopsias, sendo 33 de pacientes com queloide e 40 cicatrizes
normais. A média de idade dos pacientes com queloide foi de 29,15 £16,45 e no grupo
controles 29,08 £7,47 (Tabela 1).

Do total de bidpsias analisadas de pacientes com queloide, 20 (60,60%) eram do sexo
feminino e 13 (39,39%) do sexo masculino e no grupo controle 38 (95%) pacientes eram do
sexo feminino e 2 (5%) do sexo masculino (Tabela 1).

De acordo com localizacdo e o numero das excisdes dos queloides foram obtidas, 26
no Iébulo da orelha (78,78%), 5 no abdome (15,15%) e 2 no tdrax (6,06). No grupo controle
obteve-se 36 no abdome (90%), 1 na méo (2,5%), 1 no brago (2,5%) e 1 no pescogo (2,5%).
Os motivos de aparecimento do queloide foram devido a cirurgia em 6 casos (18,18%),
perfuracdo de brinco/piercing em 26 pacientes (78,78%) e por acne em 1 caso (3,03%)
(Tabela 2).

Em relacdo a raca dos pacientes com queloide, 13 (39,39) eram da raca branca e 20
ndo branca (60,60) e a descendéncia negra estava presente em 22 pacientes (66,66%) e em 11
casos nao havia relacdo direta com a raca ndo branca (33,33%) (Tabela 3).

Ao analisar a existéncia de casos de queloide na familia, 13 (39,39%) pacientes
relataram haver casos de familiares de 1° grau com queloide e 20 (60,60%) falaram que nédo

tinham conhecimento de nenhum familiar com queloide (Tabela 3).

Tabela 1 — Distribuicdo da média de idade e género dos pacientes com queloide comparados
ao grupo controle.

Média de idade e Queloide Controle
género

Total Bidpsias 33 40
Média de Idade 29,15 29,08

Geénero Feminino 20 38
(60,60%) (95%)

Género Masculino 13 2
(39,39%) (5%)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2016.
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1 Tabela 2 — Distribuicdo da localizacéo da cicatriz de queloides comparados ao grupo controle

2
Locais Queloide Controle
biopsia
Lobulo 26 -
orelha (78,78%)
Abdome 5 36
(15,15%) (90%)
Torax 2 -
(6,06%)
Mao - 1
(2,5%)
Brago - 1
(2,5%)
Mama - 1
(2,5%)
Pescoco - 1
(2,5%)
3
4 Fonte: Elaborada pelo autor, 2016.
6  Tabela 3 — Raga e descendéncia negra em pacientes com queloide.
7
Queloide Taxas
Etnia Branca 13
(39,39%)
Etnia ndo branca 20
(60,60%)
Descendéncia negra 22
(66,66%)
Sem descendéncia negra 11
(33,33%)
Historico familiar 13
(39,39%)
8

9 Fonte: Elaborada pelo autor, 2016.
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Os tipos de colagenos foram avaliados pela coloracdo do PS visto em luz comum e
analisados em luz polarizada, tanto nas biopsias dos pacientes com queloides como no grupo
controle (Prancha 1A, 1B, 1C e 1D). Houve uma porcentagem significativamente maior de
colageno total nos pacientes com queloide comparados ao controle (Mann-Whitney;
p<0,0001) (Figura 1).

Figura 1 — Quantificacdo da porcentagem de colageno total

80 1 I |
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D Queloide
30 1

Porcentagem
z
]
3
o
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107

0
Colageno Total

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Porcentagem de colageno total presente em bidpsias de pacientes com queloide comparadas com o grupo
controle. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a linha vertical o percentil
de 10 a 90%. p<0,05.

Ao analisar os tipos de colageno produzidos no processo cicatricial, observou-se que o
colageno tipo | presente na bidpsia dos pacientes com queloides ndo apresentou diferenca
significativa quando comparados com grupo controle (Mann-Whitney; p=0,653). J& o
colageno tipo Il foi significativamente maior nos pacientes com queloide quando comparados
ao controle (Mann-Whitney; p=0,0001. A porcentagem de colageno do tipo 1 foi
significativamente maior no grupo controle quando comparado com o colageno tipo Ill
(Wilcoxon; p<0,0001). E nos pacientes com queloide, a porcentagem de colageno | e Il é

semelhante, sem diferenca significativa (Wilcoxon; p=0,126) (Figura 2; Prancha 1C e 1D).
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Figura 2 — Quantificacdo dos tipos de colageno
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Porcentagem de colagenos tipo | e Il presente em bidpsias de pacientes com queloide comparadas com o grupo
controle. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a linha vertical o percentil
de 10 a 90%. p<0,05.

Em relacdo ao indice de maturacdo de colageno calculado a partir das porcentagens de
colageno | e Il presentes nas biopsias dos pacientes com queloide comparadas com o grupo
controle observou-se que o queloide apresenta um colageno significativamente mais imaturo

que o controle (Mann-Whitney; p<0,0001) (Figura 3).
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Figura 3 — Analise do Indice de Maturagao
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

indice de maturacdo calculado a partir das porcentagens de colageno | e 111 presentes em bidpsias de pacientes
com queloide comparadas com o grupo controle. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de
25% a 75% e a linha vertical o percentil de 10 a 90%. p<0,05.

O namero de copias relativas de mRNA para o IFN-y foi significativamente menor nos
pacientes com queloide quando comparados aos controles (Mann-Whitney; p=0,009) (Figura
4).

Figura 4 — Anélise da expressao de copias de mMRNA para o IFN-y
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Quantidade de copias relativas de mRNA para IFN-y presentes em biopsias de pacientes com queloide
comparadas com o grupo controle. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a
linha vertical o percentil de 10 a 90%. p<0,05.
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Em relacdo a analise do numero relativo de cdpias de mRNA do IFN-yR1, observou-se
que os pacientes com queloide apresentaram um menor nimero relativo de copias de mMRNA
quando comparados aos controles, porém sem diferenca estatistica (Mann-Whitney; p=0,246)
(Figura 5).

Figura 5 — Analise da expressao de cdpias de mRNA para o IFN-yR1
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Quantidade de copias relativas de mRNA para IFN-yR1 presentes em bidpsias de pacientes com queloide
comparadas com o grupo controle. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a
linha vertical o percentil de 10 a 90%. p<0,05.

Ao analisar o nimero relativo de cdpias de mMRNA para o TNF-o ndo houve diferenga
significativa entre os pacientes com queloide quando comparados com o0 grupo controle
(Mann-Whitney; p=0,911) (Figura 6).
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Figura 6 — Analise da expressao de mMRNA do TNF-a,

,00357
,003 1 -1
,00251

10027 D Normal

0015- D Queloide

Copias relativas de mRNA

,001 1

,00051

0

TNF-a

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Quantidade de cdpias relativas de mRNA para TNF-a presentes em bidpsias de pacientes com queloide
comparadas com o grupo controle. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a
linha vertical o percentil de 10 a 90%. p<0,05.

A expressdo de mRNA para o TGF-B foi significativamente maior nos pacientes com

queloide quando comparados ao grupo controle (Mann-Whitney; p<0,001) (Figura 7).

Figura 7 — Anélise da expressao de copias de MRNA para o TGF-3
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Quantidade de copias relativas de mRNA para TGF-B presentes em bidpsias de pacientes com queloide
comparadas com o grupo controle. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a
linha vertical o percentil de 10 a 90%. p< 0,05.
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Entretanto, a expressao de mRNA para IL-10 foi significativamente menor nos

pacientes com queloide quando comparados aos controles (Mann-Whitney; p=0,037) (Figura
8).

Figura 8 — Anélise da expressao de copias de mMRNA paraa IL-10
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
Quantidade de copias relativas de mRNA para IL-10 presentes em bidpsias de pacientes com queloide

comparadas com o grupo controle. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a
linha vertical o percentil de 10 a 90%. p<0,05.

Ao analisar a correlacdo entre porcentagem de colageno tipo | e o IFN-y entre 0s
grupos estudados, foi observado que ndo houve uma correlagdo significativa (Spearman;
p=0,519, z=-0,645) (Figura 9).
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Figura 9 - Correlacdo entre porcentagem de colageno tipo | e o IFN-y
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016
Correlagdo entre a porcentagem de colageno tipo | e o numero de cdpias relativas de mRNA do IFN-y em
pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle (Spearman; p=0,519, z=0,645).

Contudo, foi encontrado uma correlagéo negativa e significativa entre a porcentagem
de colageno tipo Il e o IFN-y entre os grupos estudados (Spearman; p=0,015, z=-2,425)
(Figura 10).

Figura 10: Correlacéo entre porcentagem de colageno tipo Il e o IFN-y
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
Correlagdo entre a porcentagem de colageno tipo Il e o ndmero de cdpias relativas de mRNA do IFN-y em
pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle. p<0,05.
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Nos dois grupos analisados, ao comparar a porcentagem de colageno tipo | e o IFN-

yYR1 foi observado que ndo houve uma correlacdo significativa (Spearman; p=0,288, z=-

1,061) (Figura 11).

Figura 11: Correlacdo entre porcentagem de colageno tipo | e o IFN-yR1
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Elaborado pelo autor, 2016.
Correlacdo entre a porcentagem de colégeno tipo | e 0 nimero de cdpias relativas de mRNA do IFN-yR1 em
pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle. p<0,05.
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Mas foi encontrado uma correlagdo negativa e significativa entre a porcentagem de

colageno tipo 11l e 0 IFN-yR1 entre os dois grupos analisados (Spearman; p=0,021, z=-2,303)
(Figura 12).
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Figura 12: Correlacdo entre porcentagem de colageno tipo 11l e o IFN-yR1
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
Correlagdo entre a porcentagem de colageno tipo 11l e o nimero de cdpias relativas de mRNA do IFN-yR1 em
pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle. p<0,05.

Ao comparar a porcentagem de colageno tipo | e 0 TNF-a entre os grupos estudados,
observamos que nao houve uma correlacdo significativa (Spearman; p=0,283, z=1,072)
(Figura 13).

Figura 13: Correlacdo entre porcentagem de colageno tipo | e 0 TNF-a
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
Correlacéo entre a porcentagem de colageno tipo | e o nimero de cdpias relativas de MRNA do TNF-a em
pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle. p<0,05.
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Da mesma forma, ndo foi encontrado correlacdo significativa entre oS grupos
analisados ao comparar a porcentagem de colageno tipo Il e 0 TNF-a (Spearman; p=0,555,
z=0,590) (Figura 14).

Figura 14: Correlacdo entre porcentagem de col&geno tipo Il e 0 TNF-a

® Normal
® Queloide

TNF-a

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Colageno tipo lll

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
Correlagdo entre a porcentagem de coldgeno tipo 111 e 0 nimero de copias relativas de mRNA do TNF-o em
pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle. p<0,05.

Ao comparar a porcentagem de colageno tipo |1 e o TGF-p entre os grupos estudados,
observamos que ndo houve uma correlagdo significativa (Spearman; p=0,809, z=0,241)
(Figura 15)
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Figura 15 — Correlagéo entre TGF-B e colageno tipo I
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016
Correlagdo entre a porcentagem de colégeno tipo | e o nimero de coOpias relativas de mMRNA do TGF- em
pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle. p<0,05.

No entanto, ao analisar a relacdo entre a porcentagem de colageno tipo Il e o TGF-p
entre 0s grupos observamos que houve uma correlacdo positiva e significativa (Spearman;
p=0,001, z= 3,210) (Figura 16).

Figura 16 — Correlagdo entre TGF-f e colageno tipo III
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
Figura 10 - Correlagdo entre a porcentagem de colageno tipo |1l e 0 nimero de cdpias relativas de mRNA do
TGF-B em pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle. p<0,05.
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Ao comparar a porcentagem de colageno tipo | e IL-10 entre os grupos estudados,

observamos que ndo houve uma correlagcdo significativa (Spearman; p=0,492, z=-0,686)

(Figura 13).

Figura 17 — Correlagdo entre IL-10 e colageno tipo |
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

® Queloide

Correlacdo entre a porcentagem de colageno tipo | € o ndmero de cdpias relativas de mRNA da IL-10 em

pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle. p<0,05.

Porém, através da analise comparativa entre a porcentagem de colageno tipo Ill e a IL-

10 nos grupos estudados, observamos que houve uma correlacdo negativa e significativa

(Spearman; p=0,014, z=-2,445) (Figura 18).
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Figura 18 — Correlagéo entre IL-10 e colageno tipo Il
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
Correlacéo entre a porcentagem de colégeno tipo 11l e 0 nimero de cdpias relativas de mRNA da IL-10 em
pacientes com queloide, comparadas com o grupo controle. p<0,05.

Ao analisar a comparacdo da porcentagem de colageno tipo | e Il entre 0s grupos
estudados, observou-se uma correlagdo positiva e significativa (Spearman; p<0,0001,
z=4,293) (Figura 19).

Figura 19 — Correlacéo entre o colageno tipo | e colageno tipo 111
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016
Correlacdo entre a porcentagem de colageno tipo | e do tipo Il em pacientes com queloide, comparadas com o
grupo controle. p<0,05.
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1 Prancha 1 — Andlise morfométrica das fibras coldgenas
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4 Fonte: Elaborado pelo autor, 2016
5 A) Corte histoldgico de cicatriz normal corada com PS visualizado na luz comum (40x). B) Corte histologico de
6 fragmento de pele de paciente com queloide corada com PS visualizado na luz comum (40x). C) Corte
7 histolégico de cicatriz normal corado com PS e visto em luz polarizada, indicando o predominio de colageno
8  tipo | observado na coloracdo vermelho-amarelada (40x). D) Corte histolégico de fragmento de pele de paciente
9  com queloide corado com PS e visualizado em luz polarizada indicando o aumento de coldgeno tipo Il
0  observado na coloragdo esverdeada (40x).
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7. DISCUSSAO

No presente trabalho foram avaliadas as porcentagens de colageno total, do tipo | e do
tipo Il e a quantidade relativa de copias de mMRNA para TGF-B, IFN-y, IFN-yR1, TNF-a ¢ IL-
10 em fragmentos de queloide comparados com cicatrizes normais.

A média de idade dos pacientes com queloide, no presente estudo, foi de 29,15+16,45
anos, predominando o sexo feminino (60,60%) e a etnia ndo branca (60,60%). Semelhante aos
nossos resultados, a literatura mostra que pacientes com queloide apresentam média de idade
entre 24 e 35,7 anos e 0 aparecimento destas lesdes ocorrem entre 11 e 40 anos de idade
(FURTADO et al., 2012; MEDHI et al., 2013; TANAYDIN et al., 2016). Tem sido sugerido
que essa faixa etdria est4d associada a alteracbes hormonais, cirurgias, traumas, maior
exposicao a lesbes por perfuracdes, tais como brincos/piercings, e ainda, uma maior recidiva
durante a gravidez (BERMAN; FLORES, 1997; KIM et al., 2013; SHAMSI MEYMANDI
et al., 2014). Em nosso estudo, houve prevaléncia da etnia ndo branca que tem sido também
relatada na literatura e estudos tém sido feitos para comprovar a presenca de fatores genéticos
decorrentes da hereditariedade familiar e da frequéncia em populacBes étnicas especificas
comuns do queloide (BERMAN; FLORES, 1997; BROWN et al., 2008; LANE et al., 2005).

No presente estudo o colageno total foi significativamente maior nos pacientes com
queloide comparados ao grupo controle. Estudos comprovam que os fibroblastos do queloide
produzem mais colageno do que os fibroblastos da pele normal e que fragmentos de queloide
apresentam um maior volume de densidade de colageno total quando comparados ao grupo
controle (ABERGEL et al., 1985; CHEN et al., 2011). Nossos resultados vdo de acordo com
a literatura, onde esse aumento de colageno pode estar relacionado a vérios fatores (NAITOH
et al., 2001; WULANDARI et al., 2016). Acredita-se que nas lesdes de queloide ha uma
diminuicdo na producdo de MMPs e um aumento na sintese TIMPs, desregulando o processo
de degradacdo do excesso de coladgeno produzido (ULRICH et al., 2010; YEH; SHEN; TAl,
2009). O excesso na sintese de colageno esta associado a superexpressao de alguns genes nos
fibroblastos que também sdo expressos em tumores, tais como o TCTP (proteina
tumoral controlada traducionalmente), gene relacionado ao MORF 15 e a Anexina A2, que
podem ser responsaveis pela proliferacdo celular aumentada no queloide. H& ainda, uma
diminuicdo na atividade apoptética dos fibroblastos, devido a uma mutagdo na p53 quando
comparados aos fibroblastos da pele normal (DE FELICE et al., 2009; SAED et al., 1998;
SATISH et al., 2006).

Dissertagdo de Mestrado - Isabela Rios da Silva



O 00 N o v b~ W N R

W W W W N N N N N N N N NN P P R P P R p R Rp p
W N P O VW 0 N O U1 B W N P O O © N O U M W N LB O

59
Discussdo

MicroRNAs tais como o0 miR-21, tem como alvo o gene da via de sinalizacdo Smad7,
que é importante na inibicdo da sintese de colageno pelos fibroblastos através da inducéo do
TGF-B. Autores mostraram através de qPCR que as expressdes de mRNA para miR-21,
Col1ALl e Col3A1l estavam elevadas em amostras de queloide quando comparadas ao grupo
controle e a expressdo de Smad7 estava diminuida. Dessa forma, sugere-se que miR-21 nos
fibroblalstos do queloide regulam negativamente a expressdo de Smad7, promovendo um
aumento na expressédo de genes fibroproliferativos como Col1Al e Col3AL, contribuindo para
a formacdo do queloide (ZHOU et al., 2016). Dessa forma, varios fatores podem estar
envolvidos na deposicdo excessiva de colageno formado no queloide.

Nossos resultados mostraram que nas cicatrizes normais houve uma porcentagem
significativamente maior de colageno tipo | (mais maduro) em relag&o ao colageno tipo I1l. A
literatura indica que no processo de cicatrizacdo normal, a quantidade de colageno tipo Il é
predominante nas fases iniciais, e durante as fases finais encontra-se os dois tipos de
coladgeno, com predominio significativo de colageno do tipo | (GAY et al., 1978). A
conformagdo final da cicatrizacdo normal ocorre devido & uma harmonizagao nas funcdes dos
fibroblastos, MMPs, TIMPs e citocinas que regulam o processo de degradacdo e producdo das
fibras colagenas (BAINBRIDGE, 2013; BETTINGER et al., 1996; SINGER; CLARK,
1999).

Em nosso estudo foi encontrado um aumento significativo de colageno tipo IlI
(colageno imaturo) nos pacientes com queloide quando comparados ao grupo controle. Uma
diminuicdo nas interligac6es das fibras colagenas do tipo Il em queloides, parece interferir na
composicdo da MEC, dificultando sua maturacdo e o reestabelecimento da estabilidade
cicatricial, e levando desta forma, um aumento na sintese de colageno tipo 111 (DI CESARE et
al., 1990). Em nefrite tabulointersticial experimental, foi demonstrado que o excesso de
colageno do tipo 11 é formado por miofibroblastos, e esta célula parece ser a responsavel pelo
aumento da sintese de mRNA a1(III) e portanto, colaborando na formacao da fibrose (TANG;
VAN; Ql, 1997). O TGF-B1 tem sido apontado como um importante fator de crescimento na
diferenciagdo dos fibroblastos em miofibroblastos e esta citocina parece também inibir os
mecanismos de apoptose pela ativacdo das vias de sinalizacdo P13K/AKT, mantendo desta
forma, estes miofibroblasto em atividade pro-fibrotica (GABBIANI et al., 1972;
KULASEKARAN et al., 2009). Estudos demonstram ainda que, os fibroblastos isolados de
queloides sdo mais sensiveis a ativacdo pelo TGF-p que fibroblastos de pele normais

(BETTINGER et al., 1996). Assim, varios fatores podem estar associados com 0 excesso na
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sintese do colageno tipo 111 nos queloides e 0 TGF-B pode ser um fator de suma importancia
nesse estimulo, uma vez que, em nosso estudo encontramos uma correlagdo positiva e
significativa desta citocina associada com o colageno do tipo Il1.

Em nossos resultados, a expressdo de mRNA para o IFN-y foi significativamente
menor nos pacientes com queloide quando comparados aos controles. A acao antifibrotica do
IFN-y tem sido estudada em doengas renais, hepaticas e ainda, em queloides (OLDROYD et
al., 1999) (BERMAN; DUNCAN, 1989; KNIGHT et al., 2007). Em cultura de fibroblastos
de queloide, foi demonstrado que diferentes doses de IFN-y ndo apresentaram atuagdo
antagoniza ao efeito fibrético do TGF-B nos fibroblastos do queloide (HASEGAWA et al.,
2003). Em modelos experimentais, 0 IFN-y foi encontrado como inibidor tanto da
proliferacdo de fibroblastos no local da lesdo quanto da sintese de colageno (MILES et al.,
1994; STOUT et al., 1993). Ainda, pacientes com queloides, tratados com recombinante de
IFN-y intralesional, apresentaram uma reducdo do tamanho da lesdo, diminuicdo da
quantidade de feixes de colagenos e da atividade fibroblasticas, e aumento do processo
inflamatorio (GRANSTEIN et al., 1990). Entretanto, apesar dos efeitos anti-fibrotico, alguns
pacientes relataram uma dor de cabeca leve com a aplicagdo do IFN-y intralesional
(LARRABEE et al., 1990). A sinalizacdo do IFN-y se inicia atraves da sua ligacdo aos seus
respectivos receptores, € no presente estudo, encontramos uma diminui¢do na expressao de
MRNA do IFN-yR1 porém sem diferenca significativa. Nao foi encontrado na literatura uma
relacdo do IFN-yR1 em queloides. Porém, na fibrose hepéatica severa, associada a infeccdo
pelo Schistosoma mansoni, foi demonstrado um polimorfimo no gene que codifica o IFN-y
R1 e os autores sugerem que este receptor seja um dos possiveis genes canditados no controle
de outras doencas fibrotica anormais (DESSEIN et al., 1999). Assim, acreditamos que uma
diminuicdo simultédnea na expressio mMRNA do IFN-y ¢ do IFN-yR1 podem estar também
contribuindo para a formacdo de queloide, uma vez que, em nosso estudo, encontramos uma
correlacdo negativa e significativa entre a porcentagem de colageno tipo Il e o nimero de
copias relativas de mRNA do IFN-y e do IFN-yR1.

No presente estudo, ndo encontramos diferenca significativa no nimero relativo de
copias de mRNA para 0 TNF-a nos grupos estudados. Nas fases iniciais da cicatrizagdo, o
TNF-o tem papel importante, no recrutamento de células inflamatdrias para o local da lesdo e
ainda parece interferir na degradagdo do colageno do tipo I em fragmentos de pele normal,
aumentando a atividade colagenolitica da MMP-1 (BIRINCIOGLU et al., 2016) (AGREN et

al.). Em cultura de fibroblastos humanos foi demostrado que o TNF-a inibe tanto gene da
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transcricdo do coldgeno bem como sua sintese, de forma moderada (SOLIS-HERRUZO et al.,
1988). Assim, ndo encontramos estudos do TNF-a associados com queloides ¢ embora esta
citocina seja importante no processo cicatricial, seu papel em queloides nyo esta bem
elucidado.

Ainda, no presente estudo, os pacientes com queloide apresentaram uma expressédo de
mRNA para IL-10 significativamente menor quando comparados aos controles. Nao foi
encontrado na literatura a expressdo da IL-10 em queloides, entretanto, em cultura de
fibroblastos obtidas de pacientes com esclerodermia e pele normal, estimulados com IL-10,
foi encontrado uma diminuicdo da expressdo de mRNA de colageno al(l) nos dois grupos
estudados. Os autores acreditam que a IL-10 pode influenciar na expressdo de mRNA dos
componentes da MEC e ainda modificar o desenvolvimento de fibrose tecidual
(YAMAMOTO et al., 2001). Por ser uma citocina anti-inflamatéria que desempenha um
papel importante no processo cicatricial, lesbes induzidas em animais knockout de IL-10
apresentaram resposta inflamatoria exacerbada e excessiva deposicdo de colageno
comparados a animais normais. Dessa forma, foram feitas aplicacGes intralesionais desta
citocina em humanos, na qual resultou em melhora no aspecto cicatricial e diminuicdo do
rubor da lesdo, indicando que esta citocina pode ser uma alternativa terapéutica para
minimizacao e/ou profilaxia de cicatrizacdo exacerbada (KIERAN et al., 2013). Dessa forma,
nossos resultados indicam que a 1L-10 pode representar um papel importante na patogénese
do queloide e a correlagdo negativa e significativa entre o colageno tipo Il e a expressdo de
IL-10 pode estar relacionada a esta baixa expressaio de IL-10 nos queloides.
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8. CONCLUSAO

Pacientes com queloides apresentaram aumento significativo de colageno total,
colageno tipo 11l e do nimero de cépias de mRNA para o TGF-, diminuicao significativa na
expressao de IFN-y e IL-10 e uma ndo diferenca significativa na expressao de IFN-yR1 e
TNF-o0. Com estes resultados pode-se sugerir que estas citocinas podem estar auxiliando
diretamente na patogénese do queloide principalmente ao induzir uma cicatrizagdo mais
imatura, impedindo a contragéo cicatricial adequada e levando a uma proliferacdo excessiva

de colageno nestas lesGes.

O TGF-p parece ser o maior fator de indugdo da ativagdo e proliferagdo dos
fibroblastos, sendo um alvo importante de estudos para elucidar a fisiopatologia do queloide.
Dessa forma, mais estudos sobre 0s mecanismos de acdo destas citocinas devem ser

realizados.
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23:20:01
Projeto Detalhado [ | CEP-Cueloide-oficial - plataformabrasil 12/07/2015 Aceito
Brochura com destaque de alteragbes. pdf 23:19:12
Lnvestigador
TCLE ! Termos de | Termo de consentimento livre & 1200712015 Aceito
Aszsentimento / ezclarecido queloide com destagque de 2318:33
Justificativa de alteragies. pdf
Outros Autorizacdo Resp. Amb. Maria da 03/07/2015 Aceito
Gloria.pdf 10:53:53
Outros Autorizacdo de projeto de pesgquisa pela | 03/07/2015 Aceito
geréncia do HC-UFTM. pdf 10:37:47
Folha de Rosto Folha de rosto_pdf 140052015 Aceito
10:19:52
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacio da CONEP:
Mao
UBERABA, 30 de Setembro de 2016
Assinado por:
Marly Aparecida Spadotto Balarin
(Coordenador)
Enderego: Rua Madre Mara José, 122
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UF: MG Municiplo: UBERABA
Telefone: (34)3700-5778 E-maii: cepfpesqpg.ufimedubr
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP
122 - 2° - Bairro Nossa Senhora da Abadia
a(MG)

T'elefone: (0%*34) 3318-5776 - E-mail: cep@pesqpg.uftm.edu.br

Rua Madre Maria José, Andar

>: 38025-100 — Uber:

~

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 “Analise de polimorfismos genéticos e da
expressdo de citocinas, metaloproteases e inibidores de metaloproteases em queloides e
cicatrizes hipertréficas”, por apresentar queloide, cicatriz hipertréfica ou cicatriz normal
(controle). Os avancos na area ocorrem através de estudos como este, por isso a sua
participacdo é importante. O objetivo deste estudo € investigar a contribuicdo de fatores
imunolégicos (componentes que atuam no sistema de defesa do nosso organismo) e
polimorfismos genéticos (alteracbes nos genes) para o desenvolvimento dessa alteracéo
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. N&o seré feito nenhum procedimento que lhe traga risco a sua vida.
Vocé poderé ter algum desconforto na coleta de sangue. Este projeto de pesquisa nao oferece
beneficios diretos a vocé. O beneficio principal de sua participacdo é possibilitar que no
futuro, os resultados alcancados com esta pesquisa possam auxiliar no diagndstico e
tratamento desta doenca, beneficiando pessoas em risco de desenvolvimento de queloide ou
cicatriz hipertréfica.

Vocé podera obter todas as informacdes que quiser e podera ndo participar da pesquisa
ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua
participacdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas ter4 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 namero.
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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
CEP: 38025-100 — Uberaba(MG)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE APOS ESCLARECIMENTO

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

Eu, , i
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 os riscos e beneficios do estudo. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar
minha decisdo e que isso nao afetard meu tratamento. Sei que meu nome ndo sera divulgado,
que ndo terei despesas e ndo 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 () ndo 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 duvida em relagdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro pelo telefone 3318-5776.
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