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RESUMO

Queloides sdo considerados tumores fibroproliferativos benignos, caracterizados pelo ambiente
inflamatorio, crescimento além das bordas da cicatriz inicial e formacéo fibrotica importante.
Sua fisiopatologia ainda nédo esta totalmente elucidada, dessa forma, o objetivo desse estudo foi
avaliar in situ a presenca de mastdcitos e a imunomarcacdo para triptase, fator indutor de
hipéxia-la (HIF-1a), metaloproteinase de membrana tipo 1 (MT1-MMP), inibidor de
metaloproteinase tipo 3 (TIMP-3) e inibidor de metaloproteinase tipo 4 (TIMP-4) em queloides
comparados aos controles. Dezessete biopsias de queloide foram analisadas e fragmentos de
cicatrizes normais retiradas de pacientes secundiparas ou multiparas durante cesariana foram
usadas como controles. Foi realizado coloracao de azul de toluidina para avaliar a presenca de
mastdcitos e imuno-histoquimica com anticorpos anti-triptase, anti-HIF-1a, anti-MT1-MMP,
anti-TIMP-3 e anti-TIMP-4. Resultados demonstraram predominancia do sexo feminino, etnia
ndo branca, descendéncia ndo branca direta e localizacdo da lesdo em I6bulo da orelha. Os
gueloides demonstraram um aumento significativo do nimero de mastocitos, triptase, HIF-1a,
MT1-MMP, TIMP-3 e TIMP-4 e uma correlagcdo positiva e significativa entre mastocitos e
triptase. Nossos dados sugerem que a presenca de mastécitos e expressdo de triptase, HIF-1a,

MT1-MMP, TIMP-3 e TIMP-4 estdo associadas ao desenvolvimento dos queloides.

Palavras-chave: Queloide, Imuno-Histoquimica, Mastdcitos, Triptases, Subunidade alfa do
Fator 1 Induzivel por hipoxia, Metaloproteinases da Matriz, Inibidores de Metaloproteinases de
Matriz



ABSTRACT

Keloids are considered benign fibroproliferative disorder characterized by an inflammatory
environment, growth beyond the borders of the initial scar, and significant fibrotic formation.
Its pathophysiology is not yet fully elucidated; therefore, the objective of this study was to
evaluate in situ the presence of mast cells and immunostaining for tryptase, hypoxia-inducible
factor (HIF-1a), membrane-type 1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP), tissue inhibitor of
metalloproteinase-3 (TIMP-3), and tissue inhibitor of metalloproteinase-4 (TIMP-4) in keloids
compared to controls. Seventeen keloid biopsies were analyzed, and normal scar fragments
taken from secundiparous or multiparous patients during cesarean section were used as controls.
Toluidine blue staining was performed to evaluate the presence of mast cells and
immunohistochemistry with anti-tryptase, anti-HIF-10, anti-MT1-MMP, anti-TIMP-3, and
anti-TIMP-4 antibodies. Results showed a predominance of females, non-white, direct black
ancestry, and location of the lesion in the earlobe. Keloids showed a significant increase in mast
cells, tryptase, HIF-1a, MT1-MMP, TIMP-3, and TIMP-4 and a positive and significant
correlation between mast cells and tryptase. Our data suggest that the presence of mast cells
and expression of tryptase, HIF-1a, MT1-MMP, TIMP-3, and TIMP-4 are associated with

keloid development.

Keywords: keloids, inmunohistochemistry, mast cells, tryptase, hypoxia-inducing factor,
metalloproteinases, tissue inhibitors of metalloproteinases


https://www.sigmaaldrich.com/HK/en/applications/protein-biology/immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

1.1 PELE E CICATRIZACAO

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, representa mais de 15% do peso corpéreo e
dependendo da regido apresenta maior rigidez ou flexibilidade. Constitui uma interface
dindmica entre 0 meio interno e externo exercendo fungdes de protecdo, barreira contra micro-
organismos e termorregulacdo (LOPEZ-OJEDA; PANDEY; ALHAJJ; OAKLEY, 2022).

Uma das fungdes mais complexas da pele englobam os mecanismos de imunidade local,
sendo os principais constituintes da imunidade cutanea inata, os macrofagos, células natural
Killers, mastocitos e proteinas do sistema complemento. Ja as células da imunidade adaptativa
incluem os linfocitos e células dendriticas e células de Langerhans (ABDAYEM; HAFTEK,
2018).

A pele é classificada como um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado e é
constituida por duas camadas, a epiderme e a derme, além de seus anexos como pelos, glandulas
e unhas (KIM; DAO, 2022). A camada mais externa, chamada de epiderme, é subdividida em
quatro camadas - basal, espinhosa, granulosa e cornea (SMITH; CHAN, 2017). A camada basal
é um local de intensas mitoses e renovacdes celulares, sendo que a medida que as células
epiteliais migram para as camadas mais externas, tornam-se mais cuboides e com perda de
fungdes (FANIKU; WRIGHT; MARTIN, 2015). Outras células importantes encontradas na
epiderme sdo os queratindcitos e os melandcitos (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014).

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, rico em
fibras coldgenas (AGARWAL; KRISHNAMURTHY, 2022).

Por ser um 6rgdo de comunicagdo do meio interno com 0 meio externo esta suscetivel a
diversos tipos de traumas como queimaduras, incisdes cirargicas, laceracdes, cortes e
ulceracgdes, 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 apos a lesdo e tém uma duragdo que
pode variar de 24 a 48 horas (OZGOK KANGAL; REGAN, 2022). E caracterizado pela

Tese de Doutorado - Isabela Rios da Silva
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hemorragia imediatamente apos a lesdo com répida vasoconstricdo através de liberacdo de
prostaglandinas e tromboxano A2 com o intuito de prevenir futuros sangramentos e protecéo
cicatricial. Concomitantemente inicia-se a cascata de coagulacdo, agregacdo plaquetaria e
formacéo do coagulo de fibrina gerando liberacao de fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fator de crescimento transformador beta (TGF-B), estimulando diapedese
(WALLACE; BASEHORE; ZITO, 2022). As primeiras células a migrarem dos capilares para
0 sitio da lesdo sdo os neutrdfilos e os mondcitos/macrofagos, sendo responsaveis pela
descontaminacdo local e por quimiotaxia (SERRA; BARROSO; DA SILVA; SILVA et al.,
2017). Logo apos, os mastocito liberam diversos mediadores quimicos, principalmente a
histamina, gerando vasodilatacdo e formacdo dos sinais classicos da inflamacdo, dor, calor,
rubor e edema e perda de funcdo (BUNDGAARD; SORENSEN; NILSSON; SALLING et al.,
2018).

A fase proliferativa inicia-se no segundo ou terceiro dia e pode durar até duas semanas
e possui como principal objetivo a formacao de tecido de granulagéo (ZHAO; SUI; LIU; LV et
al.,, 2017). H& a predominancia de macrofagos e a intensa destruicdo endotelial, gera um
ambiente hipdxico, que através da liberacdo de fator indutor de hipdxia (HIF), PDGF, fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e TGF-p estimulam o reestabelecimento vascular
através da angiogénese e o recrutamento de fibroblastos. Estas células, iniciam o processo de
fibroplasia, produzindo um novo tecido avermelhado composto por novos capilares sanguineos,
tecido conjuntivo frouxo, leucdcitos, colageno tipo Il e proteoglicanos (REINKE; SORG,
2012).

A Ultima fase, inicia-se na segunda semana e pode durar até um ano, sendo mais longa
em relacdo as etapas anteriores. Neste momento, principalmente por estimulo de TGF-p, o
tecido de granulacdo é substituido por uma matriz extracelular (MEC) madura (OZGOK
KANGAL; REGAN, 2022). O colageno do tipo Il é substituido por colageno do tipo | e a
regulacdo fibrética é mediada por enzimas degradadoras de colageno, chamadas
metaloproteinases e seus inibidores. TGF-p também induz a diferenciagdo de fibroblastos em
miofibroblastos, no qual expressam o actina de musculo liso, gerando aumento muscular
tensional, contracdo cicatricial e consequentemente aproximacao e fechamento das bordas da
lesdo (BOWDEN; BYRNE; MAINI; MOULTON, 2016).

Do ponto de vista clinico € a etapa mais importante, pois um balanco adequado da

qualidade, quantidade na sintese de componentes da matriz extracelular e sua correta
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degradacéo poderdo determinar o sucesso (Figura 1) ou fracasso cicatricial como as cicatrizes

hipotroficas, hipertréficas (Figura 2) e os queloides (Figura 3).

Figura 1 - Cicatriz normal

Safonov, 2012

1.2 Queloides

Datados de 3.000 anos, através de transliteracdes hieroglificas de documentos chamados
Papiros de Smith, a civilizagdo egipcia descreveu 0s possiveis primeiros relatos sobre o
aparecimento dos queloides (ALLEN; ART, 2005). Em 1806, Alibert foi o primeiro a descrever
os queloides na literatura cientifica, classificando-os como lesdes cancroides devido ao
crescimento tecidual exacerbado e sugerindo a nomenclatura queloide pela derivagdo grega de
“khele” significando garra e “oeides” semelhante a, fazendo alusdo as patas de caranguejos
(ADDISON, 1854). Além disso, esculturas resgatadas de povos antigos da Nigéria,
denominados tribos lorubd, indicaram compreensao sobre o tema devido a observagdes como
predisposicdo familiar, tempo de aparecimento das lesGes, crescimento excessivo e a nédo
possibilidade de cura (OMO-DARE, 1973).

O diagnostico do queloide é realizado através de anamnese e exame fisico. A entrevista
inicial busca informag6es como histoérico lesional, etnia, antecedentes familiares positivos e de
etnia ndo branca. Ja o exame fisico compreende a observacdo das principais caracteristicas

queloideanas, tais como crescimento exacerbado de tecido que se estende além das bordas da
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cicatriz inicial, ndo regressao da lesdo, altas taxas de recidiva pds cirdrgica, sintomas como dor,
calor, rubor, prurido, tumefacdo, edema e em alguns casos restricdo de mobilidade, além de
alteracbes psicolégicas devido a desfiguracdo estética. Importante reconhecer as
particularidades das cicatrizes hipertroficas, pois apresentam semelhangas com os queloides
causando, muitas vezes, confusdo de diagndstico (KIM; MIRSKY; SPIELMAN; MATHEW et
al., 2022; SHAN; LIU; HAO; MENG et al., 2022; YEUNG; KAHN; LY; TANGPRICHA,
2019).

Figura 2 - Cicatriz hipertréfica

Ogawa et al., 2022
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Acervo pessoal

Além do perfil clinico, a identificacdo do perfil histoldgico é de extrema importancia no
processo de diagndéstico destas lesbes. As cicatrizes normais tendem a se assemelhar a pele
integra anterior, evidenciando o epitélio estratificado pavimentoso queratinizado com
organizacao de fibras colagenas e presenca de infiltrado inflamatdrio discreto (Figura 4D e 4E
— setas azuis). J& nos queloides, encontra-se um epitélio escamoso estratificado
hiperqueratinizado, derme superficial com aumento de fibroblastos paralelos a superficie
epidermal e presenca de infiltrado inflamatorio mais intenso. Na matriz extracelular observa-se
presenca de feixes densos e desorganizados de colageno (Figura 4F e 4G — setas pretas e
amarelas) constatando que, nos queloides, a falta de orientacdo apropriada das fibras,
enfraquece a contragéo cicatricial, impedindo a aproximacao das bordas da lesdo (DA SILVA,;
TIVERON; DA SILVA; PEIXOTO et al., 2017; HUNASGI; KONERU; VANISHREE;
SHAMALA, 2013; LEE; YANG; CHAO; WONG, 2004).
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1 Figura 4 - Perfil histolégico queloides

2
A |
o
Normal skin Normal scar Peri-lesion |ntra-lesion " eri-lesion Intra-lesion

3

4 Aschcroft et al., 2003

5

6 O queloide é encontrado apenas em humanos, sendo um tipo Unico de cicatrizagdo
7 fibrética. Mesmo ndo refletindo o ideal, estudos em modelos animais sdo adaptados para
8 aprimorar os conhecimentos nessa linha de pesquisa, bem como o conhecimento da patogénese
9 e da eficiéncia de drogas utilizadas no tratamento dos queloides. Implantes de queloide em

10  camundongos induziram o aumento da lesdo, da quantidade de fibroblastos e da deposicéo
11  excessiva de colageno. Além disso, tratamentos com toxina botulinica e triancinolona
12 intralesional geraram diminuicdo dos sinais inflamatorios e proliferativos caracteristicos dos
13 queloides, processo conhecido como inativagdo cicatricial (Figura 5) (FANOUS; BEZDJIAN;
14 CAGLAR; MLYNAREK et al., 2019; LEE; HSU; CHIU; SARKOZY et al., 2016;
15 MARTTALA; ANDREWS; ROSENBLOOM; UITTO, 2016; WANG; LUO, 2013)
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Figura 5 - Processo de inativacdo cicatricial espontanea ou por tratamento intralesional

Edriss; Mestak, 2015; Acervo pessoal

A predisposicdo genética tem demonstrado relevancia na formacdo dos queloides,
devido a identificacdo de polimorfismos em locis de regides cromossomais como 1g41, 3922.3-
23, e 15021.3, evidenciando predominéncia de histérico familiar positivo, além de maior
incidéncia em mulheres e pacientes ndo brancos. (LANE; WALLER; DAVIS, 2005;
TANAYDIN; BEUGELS; PIATKOWSKI; COLLA et al.,, 2016; UD-DIN; THOMAS;
MORRIS; BAYAT, 2013; VELEZ EDWARDS; TSOSIE; WILLIAMS; EDWARDS et al.,
2014)

A média de idade dos pacientes que procuram tratamento varia entre 24,7 a 34,5 anos e
0 surgimento da lesdo esta entre 11 a 40 anos, revelando a questdo hormonal como importante
fator contribuinte na formacgdo do queloide. Estudos indicam a influéncia principalmente de
horménios sexuais como a testosterona e o estrogeno, que induzem uma maior incidéncia de
queloide na puberdade e na gravidez e em fases como a menopausa, onde ha diminui¢cdo na
regulacdo hormonal, relata-se uma regressdo da lesdo. Relata-se também o aparecimento de
lesdo em perfuracGes de piercings/brincos apos os 11 anos de idade, sendo que 92% desses
casos ndo apresentaram lesdo durante perfuragdes nos primeiros anos de vida. (IBRAHIM,;
SHAHARAN; DHEANSA, 2020; SHAMSI MEYMANDI; REZAZADEH; EKHLASI, 2014;
WILSON, 2013 2013 2013)

As localizagGes mais frequentes de aparecimento de queloide s&o I6bulo da orelha,
regido abdominal, térax, costas, ombros e bracos, sendo decorrente de lesdes como perfuracéo
de brincos e piercings, cirurgias, queimaduras, vacinas, catapora, acnes, traumas e também por
causas desconhecidas pelos pacientes. (CAMACHO-MARTINEZ; REY; SERRANO;
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WAGNER, 2013; CAVALIE; SILLARD; MONTAUDIE; BAHADORAN et al.,, 2015;
MEDHI; SEWAL; KAMAN; KADHE et al., 2013)

Inimeros sdo os tratamentos descritos para o queloide, porém nenhum deles apresenta
100% de eficacia. A radioterapia, crioterapia e a terapia fotodindmica mostraram-se op¢oes
efetivas e relativamente seguras para o tratamento de queloide, apresentarando diminuicao das
lesGes e dos sintomas. A pressao no local tem sido considerada um fator relevante na regresséo
da lesdo e nas taxas de recorréncia pds-cirurgica. Estudos mostraram que a aplicacdo de geéis de
silicone, diminuiu o tamanho da lesdo em 19,2% e apresentou 30,7% de satisfacéo do paciente
ap6s o uso. (BERMAN; GARIKAPARTHI; SMITH; NEWBURGER, 2013; MEDHI,
SEWAL; KAMAN; KADHE et al., 2013; PARK; CHANG, 2015; UD-DIN; THOMAS;
MORRIS; BAYAT, 2013)

A injecdo intralesional de um corticoide chamado triancinolona, apresentou diminuigédo
dos sintomas, regressdo da lesdo e baixas taxas de recidiva, entre 4,5 a 6%, em menos de um
ano. Apresentou diminuicdo nos niveis de expressao de TGF-f pelos fibroblastos e inibiram
fatores de transcrigcdo pré-inflamat6rios como o NF-kB (Fator nuclear Kappa B), modulador de
citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa) e a IL-6
(Interleucina-6), e o AP-1 (Proteina ativadora-1), modulador da transcri¢cdo de genes das
metaloproteinases de matriz tipo 2 (MMP-2) e metaloproteinases de matriz tipo 9 (MMP-9),
induzindo a lise de proteinas da MEC e do colageno. (ALJADA; GHANIM; MOHANTY;
HOFMEYER et al., 2001; CARROLL; HANASONO; MIKULEC; KITA et al., 2002;
CARVALHAES; PETROIANU; FERREIRA; DE BARROS et al., 2015)

Em todos os tratamentos, a maior eficacia foi comprovada através da combinagdo com
a excisdo cirurgica. A aplicacdo da triancinolona juntamente com a excisdo cirurgica ¢ um dos
tratamentos mais difundidos e que apresentaram menores taxas de recorréncia, sendo que, a
taxa de pacientes que ndo apresentaram recidiva apds a excisao e tratamento variou de 91,5 a
94%. (BASHIR; AHMAD; YOUSAF; KHAN, 2015; FANOUS; BEZDJIAN; CAGLAR,;
MLYNAREK et al., 2019; HIETANEN; JARVINEN; HUHTALA; TOLONEN et al., 2019)

Até o momento, ndo foi encontrado uma terapia 100% eficaz ou formas de prevenir a
formacdo dos queloides, este estudo visa identificar células e moléculas que podem contribuir
para a génese e evolucao do queloide, podendo ser cruciais para 0 embasamento de tratamentos
novos e eficazes. Além disso, mais estudos sobre o tema sdo importantes para identificagdo dos

fatores hormonais, imunoldgicos e as interacdes celulares presentes nesse tipo cicatricial.
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1.3 Fatores associados ao queloide

Diversos fatores sdo descritos por sua relacdo a formagdo dos queloides, um estudo
realizado por nosso grupo demonstrou que em comparacao a cicatrizes normais, o0s queloides
apresentaram aumento significativo na quantidade de fibras colagenas tipo I, evidenciando a
presenca de colageno imaturo (tipo I11), citocinas e fatores de crescimento, em especial o TGF-
B, considerado um dos fatores profibroticos mais importantes no desenvolvimento dos
queloides (DA CUNHA COLOMBO TIVERON; DA SILVA; DA SILVA; PEIXOTO et al.,
2018; DA SILVA; TIVERON; DA SILVA; PEIXOTO et al., 2017).

O processo cicatricial e o predominio de fibroblastos induzem a uma rede de
comunicacdes celulares e moleculares importantes para a formagéo dos queloides (LIU; LI; LI,
TENG et al., 2016). Interacdes do tipo gap (fenda) entre fibroblastos e mastécitos induzem um
aumento significativo de fator indutor de hipdxia 1 alfa (HIF-1a) através da via de sinalizagdo
ERKZ1/2 (quinase controlada pela sinalizagéo extracelular 1/2) e PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-
quinase/ proteina cinase especifica de serina/treonina) (Figura 6) (ZHANG; OH; MESSADI;
DUONG et al., 2006). Além disso, induzem a formacdo de uma fibra colagena prematura e
anormal (FOLEY; EHRLICH, 2013; FOLEY; SAGGERS; MOYER; EHRLICH, 2011),
levando os mastdcitos a assumirem um papel de autoreguladores, fagocitando o colageno
excedente e ativando os fibroblastos através de sinalizacdo paracrina (ARBI; EKSTEEN;
OBERHOLZER; TAUTE et al., 2015). Estudos mostraram que altas concentracdes de
mastocitos facilitam a transducéo via SMAD e ativacdo de TGF- B, elevando as concentragdes
de colageno tipo | e em maior concentracdo o tipo Il (Figura 7) (CHEN; XU; YANG; ZHANG
etal., 2017; CHEN; JIN; FU; QIAO et al., 2019; DONG; ZHANG; MA; WEN, 2014).

Figura 6 — Interacdes tipo Gap entre fibroblastos e mastécitos relacionados ao HIF-1a.

Elaborado pelo autor
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Figura 7 — Interacgdes tipo Gap entre fibroblastos e mastdcitos relacionados ao colageno
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Elaborado pelo autor

De acordo com suas composicOes secretoras da protease granular e nos marcadores
superficiais, os mastdcitos sao divididos em células triptase positivo/quimase negativo e triptase
positivo/ quimase positivo (MOON; ST LAURENT; MORRIS; MARCET et al., 2010), dessa
forma, os métodos de coloracdo para triptase sdo capazes de identificar todos mastocitos
(ALANAZI; GRUJIC; LAMPINEN; ROLLMAN et al., 2020). Através da ativacdo de
PAR2/P38/INK, a triptase é liberada durante a degranulacdo mastocistica, induzindo a
proliferacdo e migracédo dos fibroblastos (TAN; CHEN; CHEN; XU et al., 2021), e consequente
aumento na quantidade de fibras colagenas novas, frouxas e finas, caracteristicas principais do
colageno imaturo (BANSAL; KAMBOJ; NARWAL; DEVI et al., 2022). Essa via de
sinalizacdo também € responsavel por induzir a expressdo de TGF-p ¢ VEGF (Figura 8)
(AKERS; PARSONS; HILL; HOLLENBERG et al., 2000; LIU; MUELLER, 2006).
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Figura 8 — Interac@es tipo PAR2 entre triptase e mastocito relacionado a fibrose
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Elaborado pelo autor

O HIF-1a, estimulado por hipdxia, é produzido em ambientes inflamat6rios e com
destruicdo da rede de vascularizagdo, que aumentam o consumo e geram indisponibilidade de
oxigénio (CELESTE; DESCHENE; RILEY; THEORET, 2011). Nas cicatrizes de queloide esse
fator permanece aumentado devido a formacgao excessiva da cadeia de fibras colagenas (YANG;
BAO; FANG; YU et al., 2021) e diversas vias de sinalizacdo vém sendo relatadas em diferentes
alteracbes fisiol6gicas, como inflamacdo, cancer e progressdo tumoral (BRUNING;
FITZPATRICK; FRANK; BIRTWISTLE et al., 2012; ZHANG; YANG; ZHANG; GUOQO et al.,
2014). Em queloides foi relatado que HIF-1a, através da ativagdo da via de sinalizagdo STAT
(Transdutor de sinal e ativador de transcricdo) promove proliferacdo e sobrevivéncia de
fibroblastos em condigdes de baixa oxigenacgéo tecidual (LEE; LEE; CHOI; LEE et al., 2022;
ZHANG; NIE; KANG; CHEN et al., 2014), e ao estimular a via de sinalizacdo MAPK/ERK,
gera atividade anormal dos fibroblastos, na qual a fosforilacdo de ERK1/2 induz a producéo
excessiva de colageno (Figura 9) (KIM; KIM; KIM; YANG et al., 2019).
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Figura 9 — Vias de sinalizagdo geradas por interacdo entre HIF-1a e fibroblastos
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Elaborado pelo autor

As metaloproteinases de matriz (MMPs) fazem parte de uma familia de endopeptidades
zinco dependentes que possuem como principal funcéo a atividade colagenolitica (VUONG,;
RONNING; AHMED; BRATHAGEN et al., 2018). Produzidas por diversas células, inclusive
os fibroblastos, desempenham um importante papel na formacdo cicatricial, podendo ser
relevantes na formacéo dos queloides (XIE; BIAN; QI; XU et al., 2008). Algumas MMPs tem
sido relatadas nos queloides, como a MMP-1 (metaloproteinase de matriz do tipo 1) (JEON;
AHN; CHOI; YUN et al., 2016), MMP-2 (IMAIZUMI; AKASAKA; INOMATA; OKADA et
al., 2009), MMP-3 (metaloproteinase de matriz do tipo 3) (LEE; AHN; ROH; NA et al., 2015),
MMP-9 (LEE; KIM; KIM; KIM et al., 2020), MMP-13 (metaloproteinase de matriz do tipo 13)
(UCHIDA; YOSHIMURA,; KITANO; OKAZAKI et al., 2003), porém, nesse contexto, o papel
das metaloproteinases de membrana do tipo 1, conhecidas como MT1-MMP e MMP-14
(metaloproteinase de matriz do tipo 14) permanece desconhecido. Estudos recentes
demonstram uma prevaléncia das MT1-MMP em meios inflamatorios e fibroticos (AKAMA,;
CHUN, 2018; FU; TAO, 2020), comumente encontrado nos queloides, no qual estimulam a
répida producdo de colageno do tipo Ill, que por ser uma molécula homotrimera, apresenta
ligagbes mais fortes e consequentemente maior resisténcia a clivagem (ARBI; EKSTEEN;
OBERHOLZER; TAUTE et al., 2015; XIAO; ADDABBO; LAUER; FIELDS et al., 2010).
Estudos demonstraram que o0 aumento de MT1-MMP esté relacionado a progresséo e invaséo
de tumores ovarianos e ascites (ESCALONA; KANNOURAKIS; FINDLAY; AHMED, 2021,
SAKATA; SHIGEMASA; NAGAI; OHAMA, 2000), e 0 mau progndstico de carcinomas de
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1 células escamosas esta correlacionado a interagdo entre HIF-1a.e MT1-MMP (FU; TAO, 2020).
2 Em carcinomas pancreéticos animais, a MT1-MMP induz a répida fosforilagdo de SMAD?2,
3 responsavel pela via de sinalizacdo da producao de TGF-f, aumentando a produ¢ao de colageno
4  (Figura 10) (KRANTZ; SHIELDS; DANGI-GARIMELLA; CHEON et al., 2011). Além disso,
5 o0 TGF-B pode induzir mastocitos a produzirem MT1-MMP através da via de sinalizagdo
6 PCK/MEK/ERK (Proteina quinase C/ Proteina quinase ativada por mitégenos/ quinase
7  controlada pela sinalizacdo extracelular 1/2) (Figura 11) (KIMATA; ISHIZAKI; TANAKA;
8 NAGAI et al., 2006).
9
10  Figura 10 — Interagéo entre MT1-MMP e TGF-f gerando fibrose
e i
TGF-B
~dk v/ Colageno
3
A7 N7 NI N7
11
12 Elaborado pelo autor
13
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Figura 11 — Interacdo entre TGF-f e mastocitos gerando MT1-MMP
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Elaborado pelo autor

A atividade proteolitica das MMPs ¢ inibida pelas TIMPs (inibidores teciduais de
metaloproteinases), que até 0 momento foram identificados 4 grupos TIMP-1, TIMP-2, TIMP-
3 e TIMP-4 (BREW; NAGASE, 2010). Uma correta interacdo entre MMPs e TIMPs sdo
cruciais a homeostase da MEC e o seu desbalanco gera diversas alteracbes como aterosclerose,
cancer, além de cicatrizes hipertréficas e queloideanas (DI GREGOLI; MOHAMAD ANUAR,;
BIANCO; WHITE et al., 2017; DOHI; MIYAKE; AOKI; OGAWA et al., 2015; SALIMI
SARTAKHTI; MANSHAEI; SADEGHI, 2017; SIMON; BERGERON; LAROCHELLE;
LOPEZ-VALLE et al., 2012). Poucos os estudos exploram a atuacao dos TIMPs nos queloides
(AOKI; MIYAKE; OGAWA; DOHI et al., 2014; DOHI; MIYAKE; AOKI; OGAWA et al.,
2015), dificultando discussdes importantes no reconhecimento da sua fisiopatologia. Os
inibidores de metaloproteinases do tipo 3 e 4 foram relatados em casos de tumores malignos,
desordens cardiovasculares e lesdes periapicais (ARBA; PICCARDI; PALUMBO; GIUSTI et
al., 2019; CASSANTA; RODRIGUES; VIOLATTI-FILHO; TEIXEIRA NETO et al., 2017;
SHRESTHA; ANDO; CHEA; SAKAMOTO et al., 2019). Expressdo de TIMP-3 pode estar
relacionada a inibicdo de MT1-MMP em formacGes ateroscleréticas (JOHNSON; JENKINS;
HUANG; DI GREGOLI et al.), porém em casos de carcinoma de células escamosas néo foi
encontrado correlacdo significativa (BIRKEDAL-HANSEN; PAVELIC; GLUCKMAN;
STAMBROOK et al., 2000). Novas descobertas vém relatando o TIMP-4 como um fator anti-
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angiogénico, podendo ser um fator importante na formacdo dos queloides (GIVVIMANI,
TYAGI; SEN; MISHRA et al., 2010; WANG; UMRATH; CEN; SALGADO et al., 2022).

A fisiopatologia do queloide tem se mostrado como uma intensa interacdo de diversos fatores
mediados pelo ambiente inflamatdrio intenso, por isso ndo foi ainda totalmente elucidado.
Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar in situ, a expressdo de Triptase, HIF-1a, MMP-
14, TIMP-3 e TIMP-4, além da presenca de mastdcitos pela técnica de azul de toluidina em

queloides e compara-los com cicatrizes normais.
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2. JUSTIFICATIVA

O queloide causa prurido, dor, contraturas, excesso de cicatrizacdo, o que pode impactar
socialmente a vida do paciente, tanto fisiologicamente, quanto psicologicamente. Pode ser
formado apds pequenas lesdes na pele como acne, tatuagens e piercing na orelha, ou apos
grandes lesdes como queimaduras e incisdes cirurgicas (HAWASH; INGRASCI; NOURI;
YOSIPOVITCH, 2021; MAMDOUH; OMAR; HAFIZ; ALI, 2022)

Apresenta altas taxas de recidiva ap6s excisdo cirirgica e até 0 momento ndo 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 salide (KHATTAB; BESSAR; KHATER, 2022).

Por se tratar de uma leséo relacionada a alteragdes nos aspectos cicatriciais, discute-se
0 importante papel de células do sistema imune, hormdnios e citocinas que podem estar
desregulados durante a formacéo do queloide, bem como fatores que podem estar influenciando
na deposicao excessiva de colageno e/ou na falta de acdo de enzimas que possuem como fungéo
degrada-lo. (DA SILVA; TIVERON; DA SILVA; PEIXOTO et al., 2017; NAKAJIMA,;
ARAMAKI; TAKEUCHI; YAMANISHI et al., 2022)

Por isso, este estudo se propbs a melhorar o entendimento das vias de interacdes cellares
e moleculares, buscando melhorias nas formas de prevengdo e tratamento adequado aos

pacientes com queloide.
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3. HIPOTESE

A excessiva producdo de colageno pelos fibroblastos anormais do queloide induz a uma
cascata de desregulacao local, podendo influenciar na inadequacéo de clivagem das cadeias de
colageno alfa 1 e 2 pelas enzimas degradadoras de colageno (MMPs) seja por dinfuncéo
molecular ou diminui¢do de producdo, além de alteraces ou aumento na producéo de inibidores
destas enzimas (TIMPs). Por apresentar um processo inflamatorio exacerbado, células e
moléculas importantes no processo cicatricial como os mastdcitos, triptase e o fator indutor de
hipdxia podem gerar interacdes celulares e moleculares contribuindo para o ambiente proé-
fibrético dos queloides e influenciando na diferenciacdo fibroblastica. A interacdo entre todos
esses processos desregulados podem contribuir para 0 aumento tecidual comum dessas

cicatrizes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar, in situ, a presenca de mastocitos, triptase, HIF-1a, MT1-MMP, TIMP-3 e

TIMP-4 em lesdes de queloides.

4.2 Objetivos especificos

Quantificar a presenca de mastocitos em bidpsias de pacientes com queloides.

Quantificar a expressao de triptase, HIF-1a, MT1-MMP, TIMP-3 e TIMP-4 em bidpsias
de pacientes com queloides.

Correlacionar a presenca mastocitos e expressdes de triptase, HIF-1a, MT1-MMP,

TIMP-3 e TIMP-4 em pacientes com queloides e cicatrizes normais.
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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
(Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica) n° 45647315.4.0000.5154 e todos 0s
participantes/responsaveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

5.2 Casuistica

Neste estudo, analisou-se 34 biopsias, sendo 17 obtidas de biopsias de pacientes com
queloide e 17 cicatrizes normais. Os pacientes com queloides foram atendidos em consultas
pela equipe de cirurgides plasticos no Ambulatdério Maria da Gloria (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. Este ambulatorio tem o intuito de conhecer os pacientes
com queloide e escolher a melhor conduta terapéutica e estética.

Como critério de inclusdo foram selecionados para compor o grupo de queloide os
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.

N&o fizeram parte deste estudo os pacientes que apresentavam cicatrizes hipertréficas,
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 diagnostico de
queloide, indicacédo e inicio de aplicacédo intralesional de corticoide, triancinolona 20mg/ml,
uma vez ao més até a melhora do quadro. Apds inativacdo da lesdo, pacientes foram
encaminhados para excisao cirurgica com consequente coleta de material para estudo. Apés a

excisdo manteve-se a tratamento para evitar processo de recidiva.

Tese de Doutorado - Isabela Rios da Silva



A W N R

(%]

10
11
12

13
14

15
16

17
18
19
20
21
22
23
24

25
26

27
28
29
30
31

35
Material e Métodos

Os 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.

5.3 Coleta do material

A coleta do material foi realizada nas salas de pequena cirurgia do ambulatério de
cirurgia plastica pelos médicos 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. Os fragmentos foram armazenados em formol

tamponado para analise histolégica.

5.4 Histologia

5.4.1 Preparo do material para analise histoquimica

Os fragmentos fixados em formaldeido 10% passaram pelo processo de desidratacdo em
alcoois com concentracBes 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 nas laminas de nimero
1, azul de toluidina nas ladminas de numero 2 e preparacdo com um adesivo
(aminopropiltrietoxisilano - APTS) para proporcionar melhor adeséo entre Iamina e tecido

durante a técnica de imuno-histoquimica nas laminas de nimero 3.

5.4.2 Coloragéo de Azul de Toluidina

Para coloracdo de Azul de toluidina foi realizada a desparafinizagdo (xilol I, 11 e Ill,
ABS I, Il e 111 e alcool 95%), hidratacdo em &gua corrente por 5 minutos e mergulho em agua
destilada. Logo apds, um banho de 2 minutos em solucéo de azul de toluidina 0.5%, 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, 11 e 111
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e xilol 1) e por fim prosseguiu-se com a montagem da lamina com laminula e meio de

montagem (Entellan®-Merck).

5.4.3 Imuno-histoquimica

Imuno-histoquimica indireta foi realizada para avaliar a expressdo de triptase, HIF-1a,
MT1-MMP, TIMP-3 e TIMP-4. Os fragmentos fora desparafinizados em quatro banhos de xilol
cada um por 10 minutos, logo em seguida passadas em 2 banhos de alcool absoluto, 1 banho de
alcool 95% e 1 banho de alcool 70% durante 5 minutos cada lavagem, para a retirada do
excesso de xilol e hidratacdo, e depois mergulhadas uma vez em tampéao PBS por 10 minutos
para remocao do excesso de alcool. Para a recuperacao antigénica, as 1dminas foram banhadas
em &cido citrico e colocadas em banho maria (90°) por 30 minutos e resfriadas em temperatura
ambiente por 10 minutos. Para fazer o bloqueio de ligacGes inespecificas, foi adicionada em
cada corte uma quantidade de 100 a 200pl de solucdo PBS-BSA 2% e incubados por 30
minutos. Apos, 0 anticorpo primario foi diluido em solucdo PBS-BSA 2%, sendo: anti-triptase
(1:1000; Dako, Denmark; cod-M705229-2), anti-HIF-1a (1:2000; Merck, Denmark; cod-
SAB5600056), anti-MMP-14 (1:20; R&D Systems, USA; cod-MAB918), anti-TIMP-3
(1:200; R&D Systems, USA; cod-MAB973), anti-TIMP-4 (1:50; R&D Systems, USA, cod-
MAB974), e incubados por duas horas em camara Umida e em geladeira. Apo6s, as laminas
foram lavadas novamente em solucéo durante 5 minutos cada lavada. Emseguida foi realizado
0 bloqueio da peroxidase endégena com solucdo de metanol com agua oxigenada a 3% por 10
minutos. Em seguida, as laminas foram novamente lavadas no tampédo PBS (1X) + Tween 20 a
0,05% (5 minutos cada lavada). Foi colocado sobre cada corte o anticorpo secundario composto
pelo kit (Dako Cytomation®) de Biotinylated Link Universal e Streptavidin-HRP durante 30
minutos cada, logo apds, as laminas foram lavadas 4 vezes em PBS (1X) + Tween 20 a 0,05%.

Para fazer a revelagéo das reagoes, foi utilizado o DAB- 3.3’ Diaminobenzidina diluido
em 5 ml de solugdo tampdo TRIS-HCL (ph=7.2) e 25ul de &gua oxigenada (H20>). Para
finalizar, as laminas foram lavadas em seguida com agua corrente, coradas com hematoxilina e

montadas com entelan®.
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5.4.4 Anélise morfométrica

Para a quantificacdo da quantidade de mastdcitos e expressao de triptase, HIF-1a, MT1-
MMP, TIMP-3 e TIMP-4, dividiu-se as laminas em quatro quadrantes e 0 ndmero
representativo de medidas calculado através da média acumulada (WILLIAMS, 1977). A partir
deste calculo analisou-se 10 imagens por quadrante, totalizando 40 imagens por 1dmina, sendo
uma lamina para cada caso.

Avaliacdo morfométrica foi realizada a partir da quantificacdo do nimero de células
marcadas com positividade especifica na imunohistoquimica. Esta analise foi realizada, a partir,
das imagens dos cortes histologicos que foram capturados por um sistema digital e analisados
através do software “Image J” (National Institutes of Health, USA). Dessa forma, cada campo
a ser quantificado foi capturado por meio de uma camera acoplada ao microscépio e ao
computador para digitalizacdo da imagem. A densidade de células positivas foi expressa pelo

ntmero de células por mm?,

d= Ndmero células positivas_mm?
Area total x nimero de campos

5.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc.-USA). A verificagdo da distribuicdo normal das varidveis quantitativas foi feita
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis apresentaram distribuicdo ndo normal e foram
expressas em mediana com valores minimo e maximo e percentis e foram analisadas pelos
testes de Mann-Whitney. A correlacdo entre duas varidveis continuas com distribui¢cdo néo
normal foi analisada pelo teste de Spearman. As variaveis qualitativas como etnia e género e as
guantitativas como idade foram expressas através da média e desvio padrdo. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor 5%
(p<0,05).

5.6 Normas para a confeccdo do manuscrito

Para a elaboracdo escrita do trabalho, foi consultado o manual para apresentagéo de
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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
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ABSTRACT

Keloids are considered benign fibroproliferative disorder characterized by an inflammatory
environment, growth beyond the borders of the initial scar, and significant fibrotic formation.
Its pathophysiology is not yet fully elucidated; therefore, the objective of this study was to
evaluate in situ the immunohistochemistry expression of HIF-1a, MMP-14, TIMP-3, and
TIMP-4, in addition to the presence of mast cells assessed by toluidine blue staining and
tryptase immunostaining, in keloids and compare them with normal scars. Seventeen keloid
biopsies were analyzed, and normal scar fragments taken from secundiparous or multiparous
patients during cesarean section were used as controls. Toluidine blue staining was performed
to evaluate the presence of mast cells and immunohistochemistry with anti-tryptase, anti-HIF-
la, anti-MT1-MMP, anti-TIMP-3, and anti-TIMP-4 antibodies. Results showed a
predominance of females, non-white, direct black ancestry, and location of the lesion in the
earlobe. Keloids showed a significant increase in mast cells, tryptase, HIF-1a, MT1-MMP,
TIMP-3, and TIMP-4 and a positive and significant correlation between mast cells by two
different techniques. Our data suggest that the presence of mast cells and expression of tryptase,
HIF-1a, MT1-MMP, TIMP-3, and TIMP-4 are associated with keloid development.

Keywords: keloids, mast cells, tryptase, hypoxia-inducing factor, metalloproteinases, tissue

inhibitors of metalloproteinases
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1. Introduction

Keloids are considered proliferative fibrous tumors, defined by the invasion of normal
tissue adjacent to the edges of the initial scar and not spontaneous regression of the lesion [1].
Its histopathological features include hyperkeratinized stratified squamous epithelium,
enlargement of the epidermis, absence of papillary dermis healing, presence of inflammatory
infiltrate, and dense, disorganized collagen bundles [2]. Despite years of studies, its
pathophysiology and treatment are still a major challenge. Our group demonstrated that keloids
have a significant increase in the amount of type | collagen fibers, evidencing the presence of
immature collagen (type IlI), cytokines and growth factors, especially transforming growth
factor B (TGF-B), considered one of the most important profibrotic factors in the development
of keloids [3, 4].

The healing process and the predominance of fibroblasts induce a network of cellular
and molecular communications necessary for keloid formation [5]. Through the ERK1/2-
PI3K/Akt signaling pathway, gap junctions between fibroblasts and mast cells significantly
increase hypoxia-inducing factor 1 alpha (HIF-1a) [6]. In addition, they induce the formation
of a premature and abnormal collagen fiber [7, 8], leading mast cells to assume an
autoregulating role, phagocytosing excess collagen and activating fibroblasts through paracrine
signaling [9]. Studies have shown that high concentrations of mast cells facilitate transduction
via SMAD and activation of TGF-B, increasing concentrations of type | collagen and, to a
greater extent, type 11l collagen [10-12].

According to their compositions of secretory granule proteases and surface markers,
mast cells are divided into tryptase positive, chymase negative and tryptase positive, chymase
positive cells [13], so tryptase staining methods can identify all mast cells [14]. Through the
activation of PAR2/P38/INK, tryptase is released during mastocyte degranulation, inducing the
proliferation and migration of fibroblasts [15] and a consequent increase in the amount of new,
loose, and thin collagen fibers, which are the main characteristics of immature collagen [16].
This signaling pathway is also responsible for inducing the expression of TGF-p and VEGF
[17, 18].

HIF-1a, stimulated by hypoxia, is produced in inflammatory environments and destroys
the vascularization network, which increases consumption and results in oxygen unavailability
[19]. In keloid scars, this factor remains increased due to excessive formation of the collagen

fiber chain [20]. Several signaling pathways have been reported in different physiological
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changes, such as inflammation, cancer, and tumor progression [21, 22]. In keloids, it was
reported that HIF-1a, through the activation of the STAT signaling pathway, promotes the
proliferation and survival of fibroblasts under conditions of low tissue oxygenation [23, 24].
Stimulating the MAPK/ERK signaling pathway generates abnormal fibroblast activity, in
which the ERK1/2 phosphorylation induces excessive collagen production [25].

Metalloproteinases (MMPs) are part of a family of zinc-dependent endopeptidases
whose primary function is collagenolytic activity [26]. Produced by several cells, including
fibroblasts, they play an important role in scar formation and may be relevant in the formation
of keloids [27]. Some MMPs have been reported in keloids, such as MMP-1 [28], MMP-2 [29],
MMP-3 [30], MMP-9 [31], and MMP-13 [32]. However, the role of membrane-type-1 matrix
metalloproteinases, known as MT1-MMP and MMP-14, remains unknown in this context.
Recent studies demonstrate a prevalence of MT1-MMP in inflammatory and fibrotic
environments [33, 34], commonly found in keloids, in which they stimulate the rapid production
of type Il collagen, which, as a homotrimer molecule, has stronger bonds and, consequently,
greater resistance to cleavage [9, 35]. Studies have shown that the increase in MT1-MMP is
related to the progression and invasion of ovarian tumors and ascites [36, 37]. The poor
prognosis of squamous cell carcinomas correlates with the interaction between HIF-1o and
MT1-MMP [34]. In animal pancreatic carcinomas, MT1-MMP induces rapid phosphorylation
of SMAD2, responsible for the signaling pathway of TGF-B production, increasing collagen
production [38]. Furthermore, TGF-B can induce mast cells to produce MT1-MMP through the
PCK/MEK/ERK signaling pathway [39].

The proteolytic activity of MMPs is inhibited by TIMPs (tissue inhibitors of
metalloproteinases), which so far have been identified in four groups: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-
3, and TIMP-4 [40]. Correct interaction between MMPs and TIMPs is crucial to extracellular
matrix (ECM) homeostasis, and its imbalance generates several changes, such as
atherosclerosis, cancer, as well as hypertrophic and keloid scars [41-44]. Few studies explore
the role of TIMPs in keloids [42, 45], hindering important discussions in the recognition of its
pathophysiology. Types 3 and 4 metalloproteinase inhibitors have been reported in cases of
malignant tumors, cardiovascular disorders, and periapical lesions [46-48]. TIMP-3 expression
may be related to the inhibition of MT1-MMP in atherosclerotic formations [49]. However, in
cases of squamous cell carcinoma, no significant correlation was found [50]. Discoveries have
reported TIMP-4 as an anti-angiogenic factor, which may be an important factor in the
formation of keloids [51, 52].
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The pathophysiology of keloids has been shown to be an intense interaction of several
factors mediated by the intense inflammatory environment, so it has not yet been completely
elucidated. Thus, the present study aimed to evaluate in situ the immunohistochemistry
expression of HIF-1a, MMP-14, TIMP-3, and TIMP-4, in addition to the presence of mast cells
assessed by toluidine blue staining and tryptase immunostaining, in keloids and compare them

with normal scars.

Material and Methods

2.1. Casuistry

We analyzed 34 biopsies from 17 patients with keloid and 17 normal scars. The biopsies
were performed by a team of plastic surgeons at the Outpatient Clinic Maria da Gloria of
UFTM. The study included patients diagnosed with keloid with abnormal scarring, growth of
the lesion edges beyond the margins of the original scar, and signs and symptoms such as pain,
itching, redness, and induration. Patients received corticosteroids (triamcinolone at 20 mg/mL)
once a month and, after improvement, underwent reconstructive surgery, and a fragment of
tissue to be discarded was collected for this study. After surgery, the patient continued with
corticoid applications to prevent further recurrences. As controls, fragments of normal scar
taken from secundiparous or multiparous patients during cesarean section were used.

We excluded patients with hypertrophic scars, second-intention scars, in the use of
systemic immunosuppressants, patients with autoimmune diseases, and immunodeficiencies of
any etiology or malnutrition. This project was approved by the Research Ethics Committee
(CEP) of the Federal University of Triangulo Mineiro (UFTM) under protocol number
45647315.4.0000.5154.

2.2. Collection of material

The doctors responsible for the sector collected the material at the outpatient clinic for
keloid treatment in rooms for minor surgeries. The lesion was marked with a surgical pen, and
after anesthesia with 2% lidocaine, a cut was made in the lesion with a scalpel, followed by
excision of the skin with keloid and posterior sutures. Some of the fragments were fixed in

buffered formalin for histopathological analysis.
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2.3. Preparation of materials for histochemical analysis

The fragments fixed in 10% formaldehyde were dehydrated in increasing concentrations
of alcohol (70 to 100%), diaphanized in xylene, and embedded in paraffin. Slides were prepared
in 4 um-thick serial sections. Serial sections were performed; slide number 1 was stained with
hematoxylin and eosin, slide number 2 was stained with toluidine blue staining, and other slides

were stored for immunohistochemistry.

2.4 Toluidine Blue Staining

Toluidine Blue Staining Sections to be stained with toluidine blue were rinsed for 2
minutes in 0.5 N HCI and then covered with a solution of 0.5% (wt/vol) toluidine blue in 0.5 N
HCI for 30 minutes. The sections were then rinsed in deionized water, dehydrated in absolute

ethanol, cleaned in xylene, and mounted with a cover slip and Entellan.

2.5. Immunohistochemistry

Indirect immunohistochemistry was performed to evaluate the expression of Tryptase,
MMP-14, TIMP-3, TIMP-4, and HIF-1o. Deparaffinized sections were treated with 3%
hydrogen peroxide in methanol for 10 min for endogenous peroxidase inhibition, incubated for
30 min at 90°C for antigen retrieval, and then incubated with PBS 2% BSA to reduce non-
specific binding. Next, the sections were incubated with a monoclonal antibody specific for
human anti-human mast cell tryptase (1:1000; Dako, Denmark; cod-M705229-2), anti-HIF-1a.
(1:2000; Merck, Denmark; cod-SAB5600056). anti-MMP-14 (1:20; R&D Systems, USA; cod-
MAB918), anti-TIMP-3 (1:200; R&D Systems, USA; cod-MAB973), and anti-TIMP-4 (1:50;
R&D Systems, USA; cod-MAB974). In the second step, a biotinylated Link System (LSAB-
K0690, Dako, Carpinteria, CA, USA) was used according to manufacturer instructions. The
reaction was visualized by incubating the sections with diaminobenzidine (Sigma) and

counterstaining with hematoxylin.

2.6. Morphometric analysis

Morphometric analysis was performed through quantification of the number of mast
cells and tryptase, MMP-14, TIMP-3, TIMP-4, and HIF-1p immunopositive cells. Analysis was
performed on the histologic images captured with a digital system and analyzed with ImageJ
software (National Institutes of Health, Bethesda, MD). For this purpose, each field to be

quantified was captured with a camera coupled to the microscope and a computer for image
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scanning. For analysis of mast cells, the cells were counted under the microscope. The number
of cells in each field was determined, as well as the area of each field. The density of positive
cells was expressed as the number of cells per square millimeter. The density of positive cells
was expressed by the number of positive cells divided by the area of each field multiplied by

the number of fields.

2.7. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc.-
USA). The assumption of normality of quantitative variables was checked by the Kolmogorov-
Smirnov test. The variables showed non-homogeneous distribution or variance and were
expressed as medians with minimum and maximum values and percentiles and analyzed by a
non-parametric Mann-Whitney test. The correlation between two continuous variables with a
non-normal distribution was analyzed by the Spearman test (rS). Results were considered

statistically significant when the probability was less than 5% (p <0.05).

2. Results

This study evaluated 34 biopsies, 17 from patients with keloids and 17 from normal
scars. Hematoxylin and Eosin stained biopsies was used to confirm the diagnostic of keloid
(Figure 1A, 1B).

The mean age of patients with keloid was 29.04 + 14.98, and in the control group, 28.79
+ 5.42 (Table 1). There was a predominance of females (52.94%), non-white (52.94%), with
patients of direct black ancestry (70.58%). The most common location of the keloid was in the
earlobe due to piercing/earring (76.47%) (Table 1).

A significant increase in mast cells assessed by toluidine blue staining was found in
keloids compared to normal scars (Figure 1C, 1D) (Figure 3A). Positive immunostaining for
tryptase was significantly higher in keloid samples when compared with controls (Figure 2A,
2B) (Figure 3B).

HIF-1P expression in keloid scar biopsies was significantly higher when compared with
normal scars (Figure 2C, 2D) (Figure 3C).

When comparing the expression of MT1-MMP between the studied groups, a significant
increase was observed in patients with keloid in relation to the control groups (Figure 2E, 2F)
(Figure 3D).
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Regarding the analysis of positive immunostaining for metalloproteinase inhibitors,
patients with keloids had a higher expression of TIMP-3 when compared with control groups
(Mann-Whitney; p<0.0001) (Figure 2G, 2H) (Figure 3E). Likewise, TIMP-4 quantification was
significantly higher in keloid samples compared with the control group (Figure 21, 2J) (Figure
3F).

As well known, mast cells can be assessed by Toluidine Blue and Tryptase and our
results confirm a significant positive correlation detected between the number of mast cells in
these two different techniques in keloids (Figure 4). In normal scars, there was a significant
positive correlation between the number of mast cells and MMP-14 and TIMP-3, in addition to
MMP-14 and TIMP-3 (data not shown).
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Table 1 - General and clinical characteristics of patients with keloid scars.

Table 1 — Demographic and clinical characteristics of patients with

keloid scars

Total biopsies

Mean age

Gender (Female)
Non-white

Black ancestry
Positive family history

Anatomical location of the biopsies
Earlobe
Chest

Cause of keloid
Ear piercing

Surgery/trauma

17
29,04+14,98
9 (52,94%)
9 (52,94%)
12 (70,58%)

4 (23,53%)

15 (88,23%)
2 (11,76%)

15 (88,23%)
2 (11,76%)
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Figure 1

H&E

Toluidine
blue stain

Figure 1: A) Histological section of control biopsies stained with Hematoxylin and Eosin seen
in ordinary light (40x). B) Histological section of keloid stained with Hematoxylin and Eosin
seen in ordinary light (40x). C) Histological section of control biopsies stained with toluidine
blue seen in ordinary light (40x). D) Histological section of keloid stained with toluidine blue
seen in ordinary light (40x). Black circles show collagen fibers pattern. Black arrows show mast
cells. Results are expressed as the number of positive cells/mmz2.
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Figure 2

Control
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Figure 2: A) Expression of tryptase in the control group by immunohistochemical staining
(40x). B) Expression of tryptase in the keloid group by immunohistochemical staining (40x).
C) Expression of HIF-1a in the control group by immunohistochemical staining (40x). D)
Expression of HIF-1a in keloid by immunohistochemical staining (40x). E) Expression of
MT1-MMP in control group by immunohistochemical staining (40x). F) Expression of MT1-
MMP in keloid by immunohistochemical staining (40x). G) Expression of TIMP-3 in the
control group by immunohistochemical staining (40x). H) Expression of TIMP-3 in keloid by
immunohistochemical staining (40x). 1) Expression of TIMP-4 in control group by
immunohistochemical staining (40x). J) Expression of TIMP-4 in keloid by
immunohistochemical staining (40x).
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Figure 3
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Figure 3: A) Presence of mast cells in biopsies of patients with keloid compared with the control
group (Mann-Whitney; p <0.001). B) Density of tryptase in patients with keloid compared with
the control group (Mann-Whitney; p <0.001). C) Density of HIF-1a in patients with keloid
compared with the control group (Mann-Whitney; p <0.001). D) Density of MT1-MMP in
patients with keloid compared with the control group (Mann-Whitney; p <0.001). E) Density
of TIMP-3 in patients with keloid compared with the control group (Mann-Whitney; p <0.001).
F) Density of TIMP-4 in patients with keloid compared with the control group (Mann-Whitney;
p <0.001). The horizontal line represents the median, the bar percentile of 25% to 75%, and the
vertical line of 10 to 90%. White bars represent the control group, and gray bars represent
keloids. *Indicates a significant difference.
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Figure 4: Correlation between the number of mast cells and the density of tryptase, HIF-1a,
MT1-MMP, TIMP-3, and TIMP-4 (Spearman; p = 0.0004, r = 0,756). *Indicates a significant
difference.
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3. Discussion

In the present study, immunostaining for tryptase, HIF-1a, MT1-MMP, TIMP-3, TIMP-
4 and toluidine blue staining for mast cells were evaluated in keloid scars in situ.

The mean age of patients with keloids was 29.04 + 14.98 years, with the lowest age
being 15 years and the highest, 56 years, with a predominance of females (52.94%). Similar
studies show groups with a mean age of 31.72 and 32.1 years, in the range of 19-50 and 18-53
years [53, 54]. Keloids are more common in adolescents, young adults, and women, suggesting
that sex hormones, such as androgens and estrogens, which have vasodilating effects, intensify
inflammation, worsening keloids [55]. Therefore, therapies with hormone receptors have been
used as a treatment to modulate the healing process of keloids [56], and transgender populations
have been the target of studies due to hormonal and aesthetic treatments that predispose them
to keloid formation [57].

Also, in relation to socioeconomic characteristics, a prevalence of patients of non-white
ethnicity (52.94%) and black descent (70.58%) was observed. Strong genetic evidence
demonstrates that African ancestry increases the risk of keloid and fibrotic diseases [58, 59].
The most common location of the keloid was on the earlobe due to piercing or earring
perforation. Over the years, there has been an increase in the popularity of piercings in several
places, especially in the ears and in adolescents, grouping hormonal issues with the recurrence
of perforations [60].

There was a significant increase in mast cells in keloids when compared with normal
scars. Mast cells have been considered important inflammatory mononuclear cells in the
process of keloid formation, aiding in the symptoms of redness and especially the common
pruritus in these lesions [61]. Studies agree with our results, reiterating that they are found in
high numbers in areas of high collagen and fibroblast proliferation [62] and that treatments with
mast cell inhibitors induce a decrease in scar contraction and a reduction in fibrosis [63]. This
information indicates the critical role of these cells in the maintenance of inflammation and
fibrosis formation in keloids, which may be closely related to the inflammatory, fibrotic, and
immature environment present in keloids.

Positive immunostaining for tryptase was significantly higher in keloid samples
compared with controls. Other studies agree with this result [61], and authors are considering
tryptase as an important fibrosis-inducing growth factor [64] due to the activation of signaling

pathways for the potentiation of fibroblasts [65], in addition to fibroblast-mast cell
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communications that are potential stimulators of excessive collagen formation [8]. Therefore,
studies on anti-inflammatory drugs, such as dexamethasone [66], and tryptase inhibitors, such
as gabexate mesylate and nafamostat mesylate, have been considered as treatments against
keloid formation [67]. Mast cells seem to be of utmost importance in the pathophysiology of
keloids. Further studies on their biological interactions are necessary due to the range of events
that can be triggered by these cells. Our study found a significant positive correlation between
the number of mast cells and the immunoexpression of tryptase. Thus, mast cells and their
degranulation products may contribute to the non-maturation of collagen fibers in keloids and,
consequently, the formation of fibrosis.

Our results demonstrated increased HIF-1a in keloid biopsies compared with normal
scars. In agreement with our findings, the authors describe that the hypoxia environment found
in keloids induces an increase in the secretion of HIF-1a [54, 68], leading fibroblasts to increase
the expression of the COL1A1 gene and, consequently, the formation of fibrosis [69]. It was
also described that HIF-1a induces TGF-f via SMAD?2/3, increasing collagen production and
consequently increasing local hypoxia. In this way, the authors suggest treatments with HIF-1a
inhibitors to prevent keloid progression [70]. The mechanisms of action of HIF-1a in keloids
have not yet been elucidated and may provide a greater understanding of the topic. Therefore,
HIF-1oo has been the subject of studies with the aim of helping to understand the
pathophysiology of keloids.

When comparing the expression of MT1-MMP between the studied groups, a significant
increase was observed in patients with keloids compared with controls. This is the preferential
enzyme in the degradation of type | collagen [71], and in keloids, the MT1-MMP/MMP-
2/TIMP-2 complex is present at the edges of the scar, which may be contributing to the invasion
of the surrounding normal skin, degrading the MEC of adjacent non-keloid regions [29]. Data
on the action of MT1-MMP on keloids are scarce, being important in the migration and invasion
of fibroblasts [72], in addition to presenting a significant increase in inflammatory
environments [73] and cases of angiofibroma [74], corroborating our results. Recent research
on cardiac fibrosis has demonstrated a concomitant increase in MT1-MMP, type | and Il
collagen, and TGF-p [75], also relevant in the induction of angiogenesis [76] and tumor growth
[77]. Moreover, MT1-MMPs, when cleaving collagen, release an intramolecular cell adhesion
called the RGD motif that activates integrins and the P13K/AKT/IKB signaling pathway,
inducing the maintenance and survival of liver stellate cells, analogous to fibroblasts, and

consequently increasing collagen production [78]. Thus, our study may be relevant in the
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investigation of MT1-MMP for its profibrotic activity, and more research should be carried out
to understand the importance of these molecules in the formation and aggravation of keloids.

Regarding the analysis of positive immunostaining for metalloproteinase inhibitors,
patients with keloids had a higher expression of TIMP-3 and TIMP-4 when compared with
controls, which may be an attempt to control the increase and activity of MMPs and aim at the
integrity of the MEC [79]. Similarly, a significant increase in TIMP-1, -2, and -3 was
demonstrated in the keloid's central and border regions, demonstrating that inhibition of
collagen degradation can be found throughout the scar and not only at specific points [29, 80].
Cardiovascular studies have shown that the TGF-B/TIMP-3 correlation predisposes to fibrosis
[81], and in keloids, TGF-B is responsible for activating TIMP-3 through three signaling
pathways: TAK1/MKK3/6/p38, Ras/Mek1/ERK1/2 and Smad3/4, further inhibiting collagen
degradation and consequently the formation of fibrosis [82]. No studies were found relating
TIMP-4 with keloids but with diseases similar to the keloid environment, such as pulmonary
fibrosis [83] and joint inflammation [84]. An increase in TIMP-4 was found in endometrial
samples from women with gestational hypertension [85] and progesterone supplementation for
fertility [86]. Moreover, studies reveal an important correlation between hypertension [87],
pregnancy [88], and hormones [57] in the formation of keloids, and that with this, they may be
modulating the expression of TIMP-4 and consequently increasing the performance of these
inhibitors against metalloproteinases.

Despite all the studies in the area of keloid formation, its pathogenesis is still not
completely elucidated. Therefore, specific findings are gradually explaining the factors

involving the signs, symptoms, and progressions of this type of scar.

4. Conclusion

In conclusion, in the present study, patients with keloid have a significant increase in
mast cells, HIF-1a, MT1-MMP, TIMP-3, and TIMP-4 compared with patients with normal
scars, suggesting a close relationship between these factors with keloid progression, the

presence of signs and symptoms, such as redness and itching, and intense fibrosis.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliadas, in situ, as imunomarcagOes de triptase, HIF-1a,
MT1-MMP, TIMP-3, TIMP-4, além da presenca de mastocitos pela técnica de azul de toluidina
em cicatrizes de queloide.

A média de idade dos pacientes com queloide foi de 29,04+14,98 anos, sendo a menor
idade 15 anos e a maior 56 anos, tendo predominancia o sexo feminino (52,94%). Estudos
semelhantes mostram grupos de estudo com médias de idade de 31,72 e 32,1 anos, na faixa de
19-50 e 18-53 anos (DANIELSEN; REA; WOOD; FEAR et al., 2016; ZHANG; LIU; GUAN;
LIU et al., 2018). Queloides sdo mais comuns em adolescentes, adultos jovens e mulheres,
sugere-se que hormdnios sexuais como andrdgenos e estrogenos, que possuem efeitos
vasodilatadores, e intensificam a inflamacdo, piorando os quadros de queloide (JURZAK;
ADAMCZYK, 2013). Por isso, terapias com receptores hormonais estdo sendo utilizadas como
tratamento visando modular o processo cicatricial dos queloides (JURZAK; ADAMCZYK;
ANTONCZAK; GARNCARCZYK et al., 2014), e populacbes transgénero tém sido alvo de
estudos devido aos tratamentos hormonais e estéticos que predispde a formacao do queloides
(YEUNG; KAHN; LY; TANGPRICHA, 2019).

Também em relacdo as caracteristicas socioeconémicas, foi observado uma prevaléncia
de pacientes de etnia ndo branca (52,94%) e descendéncia negra (70,58%). Fortes evidéncias
genéticas demonstram que a ancestralidade africana aumentam o risco de queloide e de doengas
fibréticas (FLORES; MA; PINO-YANES; WADE et al., 2012; VELEZ EDWARDS; TSOSIE;
WILLIAMS; EDWARDS et al., 2014). A localizacdo mais comum do queloide foi no I6bulo
da orelha devido a perfuracédo de piercing/brinco. Com o passar dos anos, vém ocorrendo um
aumento na popularidade da aplicacdo de piercings em diversos locais, principalmente nas
orelhas e em adolescentes, agrupando 0s quesitos hormonais com a recorréncia de perfuracdes.
(JONES; MCLANE; ADENEGAN; LEE et al., 2017).

Foi encontrado um aumento significativo de mastdcitos nos queloides quando
comparados as cicatrizes normais. Os mastdcitos tém sido considerados células mononucleares
inflamatorias importantes no processo da formacao de queloide, auxiliando nos sintomas de
rubor e principalmente do prurido comum nessas lesdes (SHAKER; AYUOB; HAJRAH,
2011). Estudos demonstram concordancia com nossos resultados (CHONG; PARK; SEO;
CHANG, 2015), reiterando o fato de serem encontrados em maior abundancia em areas de alta
proliferacdo de colageno e fibroblastos (CHONG; PARK; SEO; CHANG, 2015), e que
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tratamentos com inibidores de mastdcitos induziram a uma diminuig&o da contragdo cicatricial
e reducdo da fibrose (GALLANT-BEHM; HILDEBRAND; HART, 2008). Estas informacdes
sugerem o importante papel dessas células na manutencao da inflamacéo e formacéo de fibrose
dos queloides, podendo estar estreitamente relacionados ao ambiente inflamatorio, fibrético e
Imaturo presente nos queloides.

A imunomarcacao positiva para triptase foi significativamente maior nas amostras de
queloide quando comparado aos controles. Estudos demonstram concordancia com esse
resultado (SHAKER; AYUOB; HAJRAH, 2011), sendo que autores estdo considerando a
triptase como um importante fator de crescimento indutor de fibrose (GARBUZENKO,;
NAGLER; PICKHOLTZ; GILLERY etal., 2002), devido a ativa¢do de vias de sinalizacéo para
a potencializacdo de fibroblastos (FRUNGIERI; WEIDINGER; MEINEKE; KOHN et al.,
2002), além das comunicac@es fibroblastos-mastécitos que sdo potenciais estimuladores da
formagdo excessiva de colageno (FOLEY; SAGGERS; MOYER; EHRLICH, 2011). Por isso,
estudos de tratamentos com anti-inflamatérios como a dexametasona (FOLEY; EHRLICH,
2014) e inibidores de triptase como 0 mesilato de gabaxato e o mesilato de nefamostate vém
sendo considerados como tratamentos contra a formagdo de queloides (AMMENDOLA,
ZUCCALA; PATRUNO; RUSSO et al., 2013). Os mastocitos parecem ser de extrema
importancia na fisiopatologia do queloide, dessa forma, mais estudos sobre suas interacdes
bioldgicas sdo necessarios devido a gama de eventos que podem ser desencadeados por essas
células. Em nosso estudo, foi encontrado uma correlacdo positiva e significativa entre a
quantidade de mastdcitos e a imunoexpressao de triptase, dessa forma, os mastécitos e seus
produtos de degranulacdo podem estar contribuindo para a ndo maturacéo das fibras colagenas
nos queloides e consequentemente a formacao de fibrose.

Nossos resultados demonstraram um aumento de HIF-1o em bidpsias de queloide em
relagdo a cicatrizes normais. Concordando com nossos achados, autores descrevem que 0
ambiente de hipoxia encontrado nos queloides induz aumento na secrecdo de HIF-1a (MA,
CHEN; XU; LONG et al., 2015; ZHANG,; LIU; GUAN; LIU et al., 2018), fazendo com que 0s
fibroblastos elevem a expressdo do gene COL1A1 e consequentemente a formagéo de fibrose
(KANG; ROH; RAJADURAI; RAJADURAI et al., 2020). Foi descrito também que HIF-1a
induz TGF-B via SMAD2/3 elevando a producéo de colageno e consequentemente aumentando
a hipoxia local, dessa forma, autores sugerem tratamentos com inibidores de HIF-1lo para
prevenir a progressao queloidal (LEI; LI; LIU; LI et al., 2019). Os mecanismos da atuacéo do

HIF-1a nos queloides ainda ndo foram elucidados e podem trazer uma maior compreensdo
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sobre o tema. Por isso, 0 HIF-1a tem sido alvo de estudos com o intuito auxiliar no
entendimento da fisiopatologia dos queloides.

Ao comparar a expressao de MT1-MMP entre os grupos estudados, observou-se um
aumento significativo nos pacientes com queloide quando comparados aos controles. Esta
enzima tem preferéncia na degradagdo de colageno do tipo | (OHUCHI; IMALI; FUJII; SATO
etal., 1997), e nos queloides, o complexo MT1-MMP/MMP-2/TIMP-2 esta presente nas bordas
da cicatriz, podendo estar contribuindo para a invasao da pele normal circundante, degradando
a MEC das regides ndo queloidais adjacentes (Figura 12) (IMAIZUMI; AKASAKA,
INOMATA; OKADA et al., 2009). S&o escassos o0s dados sobre a acdo das MT1-MMP nos
queloides, sendo importantes na migracdo e invasdo de fibroblastos (ALLEN; TEITELBAUM,;
KURACHI, 2003), além apresentar aumento significativo em meios inflamatérios (DUERR;
WENDLER; AIGNER; KAROSI et al., 2008) e em casos de angiofibroma (SPIEKMAN;
PRZYBYT; PLANTINGA; GIBBS et al., 2014), corroborando com nossos resultados.
Pesquisas recentes em fibrose cardiaca demonstraram aumento concomitante entre MT1-MMP,
colagenos tipo | e Il e TGF-p (GU; ZHANG; CHEN; LI et al., 2022), relevantes também na
inducdo da angiogénese (ALFRANCA; LOPEZ-OLIVA; GENIS; LOPEZ-MADERUELO et
al., 2008) e crescimento tumoral (SOUNNI; DEHNE; VAN KEMPEN; EGEBLAD et al.,
2010). Além disso, as MT1-MMP ao clivar colageno libera um adesivo celular intramolecular
chamado RGD motif (&cido arginil-glicil-aspartico) que ativa integrinas e via de sinalizacédo
P13K/AKT/IKB, induzindo a manutencdo e sobrevivéncia das células estreladas do figado,
analogas aos fibroblastos, e aumentando consequentemente a produgéo de colageno (Figura 13)
(BIRUKAWA; MURASE; SATO; KOSAKA et al., 2014). Com isso, nosso estudo pode ser
relevante na pesquisa da acdo das MT1-MMP em relacdo sua tendéncia pro-fibrotica e mais
pesquisas devem ser realizadas com o intuito de compreender a importancia dessas moléculas

na formacéo e agravamento do queloide.
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1 Figura 12 — Interacéo entre MT1-MMP, MMP-2 e TIMP-2 nas bordas cicatriciais do queloide

TIMP-2

Elaborado pelo autor

Figura 13 — Ativacgéo de adesivo RGD na formagéo de fibrose
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Em relacdo a analise da imunomarcacdo positiva para 0s inibidores de
metaloproteinases, observou-se que 0s pacientes com queloide apresentaram uma maior
expressao de TIMP-3 e TIMP-4 quando comparados aos controles, podendo ser uma tentativa
de controlar o aumento e atividade de MMPs e visando a integridade da MEC (AIROLA,
KARONEN; VAALAMO; LEHTI et al., 1999). Concordando com nossos resultados, foi
demonstrado aumento significativo de TIMP-1, -2 (IMAIZUMI; AKASAKA; INOMATA;
OKADA et al., 2009) e -3 nas regides tanto centrais como nas bordas do queloide, demostrando
que a inibicdo da degradagdo de colageno pode ser encontrada em toda a cicatriz, e ndo apenas
em pontos especificos (BRAN; GOESSLER; BAFTIRI; HORMANN et al., 2010). Estudos
cardiovasculares demonstraram que a correlacdo TGF-B/TIMP-3 predispde a fibrose (ZHANG,;
LANG; GUO; PEl etal., 2018), e nos queloides, o0 TGF-f é responsavel pela ativacao de TIMP-
3 através de trés vias de sinalizacdo TAK1/MKKS3,6/p38, Ras/Mek1l/ERK1,2 e Smad3/4,
aumentando ainda mais a inibi¢do na degradacdo de colageno e consequentemente a formacao
de fibrose (NIWA; KANNO; SHU; SEISHIMA, 2020). Nao foram encontrados estudos
relacionando TIMP-4 com queloides, mas em doencas semelhantes ao ambiente de queloide,
como de fibrose pulmonar (SELMAN; RUIZ; CABRERA; SEGURA et al., 2000) e inflamacao
articular (CAPSONI; ONGARI; LONATI; ACCETTA et al., 2015). Foi encontrado um
aumento de TIMP-4 em amostras endometriais de mulheres com hipertensdo gestacional
(ZHANG; MA; YANG; LONG et al., 2015) e com suplementacdo de progesterona para
fertilidade (PILKA; OBORNA; LICHNOVSKY; HAVELKA et al., 2006) e estudos revelam
uma correlacdo importante entre hipertensdo (ARIMA; HUANG; ROSNER; AKAISHI et al.,
2015), gravidez (IBRAHIM; SHAHARAN; DHEANSA, 2020) e hormo6nios (YEUNG;
KAHN; LY; TANGPRICHA, 2019) na formagdo dos queloides e com isso podem estar
modulando a expressdo de TIMP-4 e consequentemente aumentando a atuacdo desses
inibidores frente as metaloproteinases.

Apesar de todos os estudos na area da formacao de queloide, sua patogénese ainda nao
esta totalmente elucidada, por isso, descobertas pontuais estdo aos poucos explicando os fatores

envolvendo os sinais, sintomas e progressdes desse tipo cicatricial.
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8. CONCLUSAO

Podemos concluir, no presente estudo, que pacientes com queloide apresentam um
aumento significativo de mastdcito e de imunomarcagdo para triptase, HIF-1a, MT1-MMP,
TIMP-3 e TIMP-4 comparados a cicatrizes normais, sugerindo a estreita relagcao desses fatores
com a progressdo do queloide, presenca de sinais e sintomas como rubor e prurido e a formacao

intensa de fibrose.
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Anexo A

10. ANEXOS

10.1  Anexo A — Protocolo de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa —
UFTM

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £~ Plataforma
TRIANGULO MINEIRO - UFTM %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Andlise de polimorfismos genéticos e da expressdo de citocinas, metaloproteases e
inibidores de metaloproteases em queloides e cicatrizes hipertroficas.

Pesquisador: Virmondes Rodrigues Junior

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Gengética Humana que ndo necessita de analise
éfica por parte da COMEFP;);

Versdo: 4

CAAE: 45647315.4.0000.5154

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mingiro
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.754.375

Apresentagio do Projeto:

Pesquisador solicita a inclusio do pesquisador Dr. Alberto Borges Peixoto e & do Hospital Universitanio
Mario Palmério, da Universidade de Uberaba como ponto de recrutamento de pacientes, restrito & formagao
do grupo controle. O material sera coletado através dos mesmos procedimentos descritos para a UFTM, ou
seja, no momento da realizacdo da segunda cesariana, onde se faz normalmente a retirada de toda a
cicatriz da cirurgia anterior.

Objetive da Pesquisa:

solicitagdo de inclusdo de pesquisador & local de coleta.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
sem alterages.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:
sem alteragbes

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
apresentado memorando justificando as inclusbes, bem como a autorizagio do local de coleta.

Enderego:  Rua Madre Maria José, 122

Balrro: MNossa Sra. Abadia CEP: 38.025-100
UF: MG Municiplo: UBERABA
Telefone:  (34)3T00-6775 E-mail: cepfpesqpg.ufim.edu.br

Pagina 01 de 02
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Anexo A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £~ Plataforma
TRIANGULO MINEIRO - UFTM %oﬂ

Continuacho do Parecer: 1.754 378

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Aprovado em reunido do colegiado do CEF em 30/09/2016.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Aurtor Situagio
Informagies Basicas F‘B_INFDHhM!;ﬁES_EIAEIGAE_TQBBM 26092016 Aceito
do Projeto E1.paf _ 14:33:07
Outros Carta_MPHU_Galvani_Agrelli_pdf 26/09/2016 |Mirmondes Rodrgues| Aceito

14:18:40 | Junior
Outros Carta_de_emenda.docx 26/09/2016 |Mirmondes Rodrigues| Aceito
14:18:47 | Junigr
Owutros Detalhamento de alteracbes_pdf 121072015 Aceito
23:20:01
Projeto Detalhado [ | CEP-Queloide-oficial - plataformabrasil 1200712015 Aceito
Brochura com destagque de alteragtes. pdf 231912
| Investigador
TCLE / Termos de | Termo de consentimento livre e 1200712015 Aceito
Assentimento / esclarecido queloide com destague de 23:18:33
Justificativa de alteraghes pdf
Outros Autorizagio Resp. Amb. Maria da 03/07/2015 Aceito
Glaria.pdf 10:53:53
Cutros Autorizacdo de projeto de pesgquisa pela| 03/07/2015 Aceito
geréncia do HC-UF TM. padf 10:37:47
Folha de Rosto Folha de rosto_pdf 14/05/2015 Aceito
10:18:52
Situacio do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:
MNao
UBERABA, 30 de Setembro de 2016
Assinado por:
Marly Aparecida Spadotto Balarin
(Coordenador)
Enderego: Rua Madre Mara José, 122
Balrro: MNossa Sea. Abadia CEP: 38.025-100
UF: MG Municiplo: UBERABA
Telefone: (34)3700-6775 E-mail: cepfipesqpg.ufim.edu.br
Pagina 02 de 02
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10.2 Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Maria José, 122 - 2°. Andar - Bairro Nossa Senhora da Abadia
CEP: 38025-100 — Uberabha(MG)

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPANTES MAIORES DE IDADE

TITULO DO PROJETO: “Anélise da expressdo de citocinas, metaloproteases e inibidores
de metaloproteases em queloides e cicatrizes hipertréficas”.

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo “Analise 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 € importante. O objetivo deste
estudo € investigar a contribuicdo de fatores imunoldgicos (componentes que atuam no sistema
de defesa do nosso organismo) e polimorfismos genéticos (alteracbes nos genes) para o
desenvolvimento dessa alteracdo cicatricial e caso vocé participe, sera 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 serd coletado algum fragmento da lesdo. Néo serd feito nenhum
procedimento que lhe traga risco a sua vida. Vocé podera ter algum desconforto na coleta de
sangue. Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a vocé. O beneficio principal de
sua participacao € possibilitar que no futuro, os resultados alcangados com esta pesquisa possam
auxiliar no diagnéstico e tratamento desta doenca, beneficiando pessoas em risco de
desenvolvimento de queloide ou cicatriz hipertrofica.

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
participagdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas tera a garantia de
que todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ndo serdo de sua
responsabilidade. Seu nome nédo aparecera em qualquer momento do estudo pois vocé sera
identificado com um numero.
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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)

Telefone: (0*%*34) 3318-57

6 - E-mail: cep@pesqpg.uftm.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE APOS ESCLARECIMENTO

Titulo do Projeto: “Anélise da expressdo 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 participagéo a qualquer momento, sem justificar
minha decisdo e que isso ndo afetard meu tratamento. Sei que meu nome néo 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 () nédo 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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