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RESUMO

Zacchi VBL. Estudo da estrutura fibrilar do colageno nos compartimentos
dérmicos: correlagdoes com perfis epigenéticos em queloides. [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2025.

Queloides sao alteragdes fibroproliferativas da pele, resultantes de um processo
anormal de reparacgao tecidual, em resposta a fatores causadores de dano cutaneo.
Caracterizam-se por uma fibrose dérmica exuberante, com deposi¢cao descontrolada
de matriz extracelular e remodelamento tecidual persistente. Estima-se que,
anualmente, cerca de 10% das novas cicatrizes correspondam a queloides, os quais
acometem aproximadamente 2 a 4% da populacao mundial. Essas lesées causam
impacto funcional e estético significativo aos individuos afetados e apresentam altas
taxas de recorréncia, quando tratadas apenas por ressecc¢ao cirurgica. Nosso objetivo
foi caracterizar os padrées morfolégicos e moleculares associados a fibrogénese
queloidiana, integrando analises histolégicas, imuno-histoquimicas, bem como perfis
de expressao génica e de microRNAs, em amostras de pele humana. Foram incluidos
26 individuos, sendo 20 com diagndstico clinico e histolégico de queloide e 6 controles
com pele normal. A analise histologica revelou espessamento acentuado da derme,
substituicdo da arquitetura normal por feixes de colageno espessos, hialinizados e
predominio de padrées misto e nodular, conforme o Keloid Histologic Score (KHS)
proposto. Os maiores escores foram observados para vascularizacao, alteragcbes
epidérmicas e desorganizacao fibrilar, indicando remodelamento ativo da matriz e
interacdo dermoepidérmica. As lesdes queloidianas apresentaram aumento
significativo da expresséo do colageno dos tipos I, lll e V, especialmente nas regides
papilares, acompanhado pelo aumento da expressao dos genes, COL71A1, COL3,
COL5A1 e COL5A2 mRNAs, bem como dos microRNAs miR-21-5p e miR-199a-3p. O
colageno tipo V se destacou como um marcador diferencial entre pele normal e
queloide, correlacionando-se com escores elevados de desorganizagao, hialinizacdo
e celularidade. As correlagbes positivas entre os tipos de colageno dérmico,
microRNAs e genes fibrogénicos, sugerem um eixo de regulacdo coordenada da
fibrose dérmica, no qual o miR-21-5p € o miR-199a-3p potencializariam a expressao

de genes estruturais e contribuiriam para o remodelamento persistente da matriz



dérmica. O gradiente morfo-molecular identificado, da matriz rica em colageno tipo lll,
até a hialinizada, com predominio de colageno tipos I/V, reflete diferentes estagios de
maturagdo do queloide. Nossos achados demonstram que o escore KHS & um
indicador sensivel da atividade histolégica e molecular do queloide e reforcam o papel
do colageno tipo V e dos microRNAs miR-21-5p e miR-199a-3p como potenciais
biomarcadores de progressao fibrética e alvos terapéuticos no remodelamento

dérmico patolégico.

Palavras-chave. Pele. Colageno. Queloide. Escore histolégico. Fibrose.
microRNAs.



ABSTRACT

Zacchi VBL. Study of the fibrillar structure of collagen in dermal compartments:
correlations with epigenetic profiles in keloids. [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2025.

Keloids are fibroproliferative skin scars, resulting from an abnormal tissue repair
process in response to skin damage. They represent an exuberant form of dermal
fibrosis characterized by uncontrolled extracellular matrix deposition and persistent
tissue remodeling. Keloids account for approximately 10% of new scars annually,
affecting roughly 2 to 4% of the world's population. These scars have a significant
negative impact, both functionally and aesthetically, on those affected, and exhibit high
recurrence rates after surgical resection alone. This study aimed to characterize the
morphological and molecular patterns associated with keloid fibrogenesis by
integrating histological and immunohistochemical analyses, as well as gene
expression and microRNA profiles in human skin samples. The cohort comprised 26
individuals, including 20 with clinically and histologically confirmed keloids and 6
controls with normal skin. Histological evaluation revealed marked dermal thickening,
replacement of normal architecture by thick, hyalinized collagen bundles, and
predominance of mixed and nodular patterns according to the proposed Keloid
Histologic Score (KHS). The highest scores were observed for vascularization,
epidermal alterations and fibrillar disorganization, consistent with active matrix
remodeling and epidermal—-dermal interaction. Keloid lesions showed significant
overexpression of types |, Ill and V collagen, particularly in papillary dermis,
accompanied by upregulation of COL1A1, COL3, COL5A1, and COL5A2 mRNAs, as
well as the microRNAs miR-21-5p and miR-199a-3p. Type V collagen emerged as the
most characteristic biomarker between keloid and normal skin, correlating with higher
scores of disorganization, hyalinization, and cellularity. The positive correlations
among dermal collagen types, microRNAs and fibrogenic genes suggest a coordinated
regulatory axis of dermal fibrosis, in which miR-21-5p and miR-199a-3p would enhance
structural gene expression and contribute to persistent extracellular matrix remodeling.
The identified morpho-molecular gradient, from a loose, type Il collagen-rich matrix to
a densely hyalinized matrix dominated by types | and V collagen, represents sequential



stages of keloid maturation. Taken together, these findings show that the KHS score is
a sensitive indicator of keloid histologic and molecular activity and highlight type V
collagen and microRNAs miR-21-5p and miR-199a-3p as potential biomarkers of

fibrotic progression and therapeutic targets in pathological dermal remodeling.

Keywords: Skin. Collagen. Keloid. Histological score. Fibrosis. microRNAs.
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1. INTRODUGAO

1.1. Consideragcdes Gerais

As cicatrizes queloidianas (ou queloides), em conjunto com as cicatrizes
hipertroficas, constituem alteracdes fibroproliferativas da pele resultantes de um
processo anormal de reparacgao tecidual dérmico, frente a um trauma ou irritagéo
local [1], com consequente deposicao excessiva de matriz extracelular (MEC)
[2,3].

Os queloides, anteriormente conhecidos como tumores “cancréides da
pele” foram renomeados para “cheloide” ou “keloide” por Jean Louis Alibert, pai
da Dermatologia francesa, em referéncia a palavra grega “xnAi” (khg¢lgé) ou
“garra de caranguejo”, acrescida do sufixo -oide, com significado de “semelhante
a’[4] ocorrem, exclusivamente, na espécie humana [5], sendo mais frequentes
entre individuos de etnia africana subsaariana [6], seguido por asiaticos e
hispanicos, e menos comum em caucasianos [7]. As taxas registradas em
diferentes paises variam amplamente: 0,09% na Inglaterra, 0,10% no Japéao,
8,5% no Quénia, 9% na Zadmbia e 16% no Zaire, situando-se entre 4,5% e 16%

em populagdes hispanicas e afro-americanas, respectivamente [6].

Estudos anteriores demonstram que essas alteragbes cicatriciais
apresentam prevaléncia de aproximadamente 2,4% em populagbes negras,
1,1% em asiaticos € 0,4% em caucasianos [8]. Estimativas mais recentes, de
2023, sugerem que essa condicao afete de 2 a 4% da populagido mundial, o que
corresponde a cerca de 150 a 300 milhdes de pessoas [9]. Além disso, calcula-
se que aproximadamente 100 milhdes de pessoas desenvolvam novas cicatrizes
a cada ano, sendo que, em torno de 10% desses casos, evoluem para a

formacgao de queloides.

Ha evidéncias que apontam uma maior predisposi¢éo ao desenvolvimento
de queloides em mulheres. Quanto a faixa etaria, a maioria dos casos ocorre em
adolescentes e adultos jovens, especialmente entre 10 e 30 anos [8], sendo
menos frequente em bebés e criangas pequenas [6]. Além disso, alguns estudos
sugerem um aumento na prevaléncia dessas cicatrizes durante a gestagéo

[10,11]. Essas cicatrizes podem se desenvolver em tempo bastante variavel,
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desde dentro do primeiro ano apés a lesdo cutanea, o que ocorre na maior parte

dos casos, até cerca de 25 anos apés [12].

Aliteratura indica que as cicatrizes queloidianas constituem uma condigao
de origem multigénica, envolvendo diferentes genes, que podem variar entre
distintas populacdes [13]. Tsai et al.,, 2019, sugerem que a predisposicao
genética para o desenvolvimento dessas cicatrizes, pode seguir um padrao de
heranca autoss6mica dominante com penetrancia incompleta [1]. Além disso, ha
indicios de associagao entre algumas condigdes sistémicas como hipertensao,
deficiéncia de vitamina D e dermatite atépica, com um maior risco de formacéao

de cicatrizes queloidianas [8,14—16].

As cicatrizes queloidianas se caracterizam, clinicamente, por exceder os
limites do sitio inicial da ferida que as originaram, muitas vezes, ap6s varios
meses ou anos do evento inicial [17,18], devido ao acumulo de componentes da
matriz extracelular (MEC), especialmente de colageno [18], com areas de fibras
espessadas, que conferem as caracteristicas clinicas presentes nos individuos
acometidos [19]. Sao descritos, pelo menos, dois fenétipos das cicatrizes
qgueloidianas, o queloide mais plano, superficial e espalhado, com aspecto de
placa, e o abaulado/elevado, com aspecto de papula ou nédulo [4,20]. Sao
cicatrizes de consisténcia usualmente endurecida, [19], com coloragao vermelho

brilhante ou lilas [21].

Os queloides ocorrem, frequentemente e de modo imprevisivel, apés
episodios de trauma ou inflamacao [17]. Apesar de histologicamente benignos,
séo proeminentes em tamanho e coloracao, podendo ser pruriginosos, dolorosos
e causar sensacao de formigamento [21], queimacao, além de importantes
alteracdes estéticas e funcionais, incluindo, nestas ultimas, limitacdo do
movimento articular, nos casos mais graves [7,18,22]; deste modo, embora o
Obito decorrente desta doencga possa ser descartado, sua morbidade ¢ alta [18].
Além dos sintomas fisicos, muitos pacientes com queloides de grandes
dimensbes apresentam quadros de ansiedade, depressao e dificuldades em

suas relagdes interpessoais [20].

Sitaniya et al., 2022, observaram que a gravidade do queloide apresenta

uma correlagdo moderada, porém significativa, com a qualidade de vida dos
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pacientes. Sintomas como prurido, dor e limitagcado de mobilidade contribuem de
forma relevante para o impacto negativo nessa qualidade de vida [23]. As areas
de maior ocorréncia destas cicatrizes an6malas sao a parede anterior do térax,
ombros, dorso superior, regiao cervical posterior e I6bulos de orelhas (Figura 1
Ae 1B)[10,18].

Figura 1 - Cicatrizes queloidianas em diferentes topografias - Em (A): Cicatriz queloidiana
em regido pré-esternal em paciente do grupo de estudo. Nota-se fenétipo mais achatado,
hiperémico, brilhante e espalhado desta cicatriz, com grande impacto estético local;, em
(B):verifica-se outro fenétipo, de caracteristica multinodular e acastanhada, de origem em lébulo
de orelha esquerda, porém se estendendo por quase todo o pavilhdo auricular ipsilateral,
igualmente com grande deformidade e impacto estético negativo local.

Os queloides nao regridem com o tempo e tendem a recidivar apds
ressecc¢ao cirurgica. Dados da literatura apontam que a ressecc¢ao isolada da
cicatriz queloidiana, sem tratamentos adjuvantes, apresenta taxa de recorréncia
de 55-100%, com possibilidade de evolugao para uma cicatriz de pior qualidade
apdés exerese [4,10]. Embora nado apresentem metastase, esses tecidos
compartilham diversas caracteristicas de tumores, como suscetibilidade
genética, proliferacdo celular descontrolada, comportamento agressivo,
resisténcia a tratamentos e altas taxas de recorréncia. Dessa forma, podem
assumir uma condig¢ao patolégica mais complexa, deixando de ser consideradas

apenas simples cicatrizes [6].
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Sabe-se que ndo ha um Udnico mecanismo responsavel pelo
desenvolvimento dessa doenca. Trata-se de uma condicao de etiologia
multifatorial, na qual se reconhecem a participacao de fatores mecanicos, hipoxia
tecidual, hipersensibilidade tardia, disfungdes metabdlicas, resposta inflamatéria
crénica, bem como componentes autoimunes, vasculares e genéticos. Além
disso, destacam-se o envolvimento de fatores de transcricdo, e crescimento,
citocinas, proteinas da matriz extracelular e seus respectivos reguladores, que

atuam na manutencao e progressao da doenca (Figura 2) [14,19].

Figura 2 - Principais fatores etiopatogénicos dos queloides - O diagrama ilustra os 5
principais fatores patogénicos que contribuem para a formagéo de queloides: genética (interagdo
de genes e elementos genéticos méveis), sistema endécrino (papel da angiotensina e do receptor
de vitamina D), sinalizagao de fatores de crescimento (interagédo entre as vias Jak-STAT, TGF[3
e HIF-1a), epigenética (modificagcdo de histonas, metilacdo de DNA, miRNAs, IncRNAs e
circRNAs) e inflamacgéo (papel de IL-6, IL-37, IL-13 e macréfagos M1 e M2). ECA, enzima
conversora de angiotensina; Andr R, receptor de andrégeno. AT1R, receptor de angiotensina tipo
1, AT2R, receptor de angiotensina tipo 2; circRNA, RNA circular, MEC, matriz extracelular; EPC,
célula progenitora endotelial; IncRNA, RNA néo codificante longo; miRNA, microRNA; RTST,
Sindrome de Rubinstein-Taybi; STAT, transdutor de sinal e ativador de transcricdo; VitD R,
receptor de vitamina D.
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Diversos tratamentos cirurgicos e nao cirurgicos sao propostos para o
tratamento dos queloides. Uso de placas de silicone, aplicacdo de
corticoesteroides tdpicos (isoladamente ou laser-assistidos), infiltracdo
intralesional de corticoesteroides (Ex: triancinolona acetonida), injecéo
intralesional de toxina botulinica tipo A, 5-fluorouracil, verapamil, bleomicina ou
interferon  (IFN)-a2b [14,25], finasterida [24], laserterapia, criocirurgia
intralesional e monoterapia com radiacao, sao descritos na literatura. Quanto a
corticoterapia, tdpica ou intralesional, se encontra, até os dias atuais, dentre os
principais tratamentos clinicos utilizados para essa doenga, podendo ser
utilizada de modo profilatico, em pacientes com historico de cicatrizes
aumentadas apds trauma ou cirurgias, ou terapéutico. O tratamento cirurgico
destas cicatrizes envolve, na maior parte dos casos, sua ressecg¢ao, seguida de
radioterapia e/ou aplicacdo local de corticoesteroides. Outras opg¢des
terapéuticas incluem a utilizacdo de aloenxertos, provenientes de engenharia
tecidual, uso de plasma rico em plaquetas [14,25], terapias mais atuais,
propostas para atuacdo em vias moleculares especificas, por meio do uso de
outras drogas [26], por exemplo, com alvo em enzima conversora de
angiotensina (ECA) / receptores de Angiotensina Il (Angll) / receptores de
Angiotensina 1 (AT1) [24], substancias biolégicas, pequenas moléculas
inibitérias, RNA de interferéncia e terapia génica, objetivando interromper a
proliferacao excessiva de fibroblastos e a producao de colageno, dentre outras,

que vém sendo estudadas [8].

No entanto, mesmo com tantas opc¢bes terapéuticas disponiveis até o
presente momento, ndo ha tratamentos que, isoladamente, sejam efetivos no
combate a essa anomalia cicatricial [10,27,28], uma vez que seus mecanismos

etiopatogénicos ainda precisam ser esclarecidos.

1.2. Arquitetura cutanea e composicao da matriz extracelular
(MEC)

A pele humana, considerada o maior e mais acessivel 6rgdo do corpo,
atua como uma barreira protetora contra a desidratacdo, a invasao por

patégenos e diversos tipos de traumas, incluindo agressdes térmicas, quimicas
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e radiacao ultravioleta, contribuindo, assim, para a manutenc¢do da homeostase.
Além disso, desempenha fungbes metabdlicas importantes e participa

ativamente da sintese de vitamina D [29,30].

Em geral, a pele corresponde de 15-20% do peso corporal e apresenta
em torno de 1,5 — 2,0 m? de superficie em adultos [31]. Constitui, por vezes, fonte
de informagcdo sobre certas doencas sistémicas, que podem causar
manifestagdes cuténeas, tais como rubor, sudorese, palidez e alteracdes de

coloracao da pele [30].

Diversas variagbes estruturais na pele podem ser observadas entre
distintos grupos étnicos, as quais envolvem n&o apenas diferencas na
pigmentacao cutanea, mas também na proporgao, no tipo e na distribuicao da
melanina nos tecidos [30]. Além disso, a pele mantém uma integracao anatémica
e funcional com o sistema fascial subjacente, a qual se conecta por meio de
septos fibrosos, que séo faixas de tecido conjuntivo que ancoram a derme e o
tecido subcutaneo a fascia muscular e, em determinadas regides, ao periésteo.
Esses septos, juntamente com vasos sanguineos, nervos e vasos linfaticos,
asseguram a sustentagdo mecanica, a irrigacao e a inervagao adequadas da
pele [30].

Do ponto de vista mecanico, € um érgao extremamente dindmico, sujeito
a forcas de estiramento em varias dire¢cdes, compressao, friccao e deslizamento,
caracteristicas importantes e comumente negligenciadas, percebidas, muitas
vezes, somente durante o processo de envelhecimento, doengas com
acometimento cutaneo ou apés injuria tissular [30]. E morfologicamente dividida
em 3 camadas distintas: epiderme, derme e hipoderme, com diversos
componentes e graus de especializacdo em cada uma dessas camadas (Figura
3) [30].
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Figura 3 - Desenho esquematico da anatomia cutéanea.

Created in BioRender.com bio

Fonte: Adaptado de BioRender.com

Estudos recentes do perfil protedémico da pele apontam a presenca de 155
a 174 diferentes proteinas, dentre as quais a maior parte sdo de colageno dos
tipos I, II, lll, VI, Xl e XIV, e de outras proteinas da matriz extracelular (elastina,
lumican, mimecan, prolargina, periostina e decorina), queratinas ([citoesqueleto
tipo | - 9, 10, 13, 14, 15 e 16] e [citoesqueleto tipo Il - 1, 2, 5 e 75]), além de
proteinas celulares (vimentina, desmoplaquina, actina, miosina, tubulina,

laminina, histonas, anexinas e proteina 14-3-3) [30].

Adicionalmente, Fredman et al., 2022, elaboraram um atlas sobre
proteinas da pele humana, a partir do estudo de prote6mica baseado em
espectrometria de massa, objetivando ampliar o conhecimento de estudos
prévios, que ficaram limitados devido a complexidade celular da pele. Este
estudo identificou 10.701 proteinas, que inclui as proteinas de todas as camadas
celulares cutadneas (estrato cérneo, epiderme interna, derme e tecido celular
subcutdneo), seus subconjuntos celulares (fibroblastos, queratindcitos,
melandcitos e células endoteliais) e as proteinas de 5 diferentes células imunes
associadas a pele (macrofagos, células dendriticas, mastécitos, células T

epidérmicas e células T dérmicas) [32].
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1.2.1. Epiderme

E a camada mais superficial da pele [30] responsavel pela cor, textura e
umidade desta, além de atuar como barreira protetora e permitir sua flexibilidade
e mobilidade sobre o corpo [33]. A espessura da epiderme pode variar de acordo
com a topografia, medindo, em média, 75-150 uym, podendo alcangar 600 um
nas regides palmares e plantares [30]. E composta por um epitélio escamoso
estratificado [34] que se divide em quatro ou cinco estratos (a depender da
regiao), entremeados por apéndices cutaneos, tais como unidades pilosebaceas
e glandulas sudoriparas. Na maior parte da superficie corpérea, o tegumento
apresenta quatro estratos ou camadas: basal, espinhoso, granuloso e corneo.
Nas areas com maior atrito, como nas pontas dos dedos, regiées palmares e

plantares, um estrato a mais é evidenciado, o estrato lucido [33,35].

E formada, em sua maior parte, por queratinécitos (cerca de 90% das
células), melanécitos, células dendriticas de Langerhans apresentadoras de
antigenos (macréfagos intraepidérmicos) e células de Merkel (tateis), e sua
nutricdo se da por difusdo dos fluidos intercelulares provenientes dos vasos
dérmicos [33-35]. As 3 primeiras camadas epidérmicas sao nucleadas, sendo
que a primeira delas possui intimo contato com a membrana basal. A replicagédo
destas células sofre limitagdo pelo intimo contato entre elas, promovendo o
padrao epidérmico caracteristico conhecido. A regido mais superficial da
epiderme contém células anucleadas e cornificadas (estrato co6rneo),
diversamente as células de formato hexagonal no estrato basal (ou camada
basal). As células epidémicas ligam-se umas as outras por meio das tight
junctions, que formam uma barreira a entrada de elementos prejudiciais a

homeostase tecidual [30].

A camada basal € composta por uma camada de queratinécitos cuboides
ou colunares; no estrato espinhoso, 8 a 10 camadas de queratinécitos poliédricos
encontram-se justapostos, conferindo resisténcia e flexibilidade a pele; no
estrato granuloso estao presentes 3 a 5 camadas de queratindcitos achatados,
que passam pelo processo de apoptose; nas areas que apresentam estrato
lucido, 3 a 5 camadas de queratinécitos claros e achatados sdo encontrados,
contendo grandes quantidades de queratina; por fim, o estrato cérneo é

composto por 25 a 30 camadas de queratinécitos achatados [35].
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Os queratinécitos se deformam com os movimentos transmitidos através
da rede fibrilar dérmica subjacente e formam linhas topograficas, que podem
receber diferentes denominacgées, tendo sido descritas mais de 40, dentre linhas
e dobras [30]. Um exemplo sao as cristas (ou cones) epiteliais, projecées da
epiderme na derme [36]. Estas células produzem um filamento proteico chamado
queratina, e os 4 estratos mais prevalentes descritos representam estagios de
maturacao destas células, da camada mais profunda para a mais superficial [33].
Além da queratina, outra importante proteina produzida pelos queratindcitos sao
os tipos de colageno, como, mas nao exclusivamente, o IV, VII, VIl e XVII,

importantes na fisiologia cutanea [37].

Como fungdes dos queratinécitos, estao sua proliferagéo no processo de
cicatrizacao de feridas, o transporte de agua e ureia por meio das aquaporinas,
o0 recebimento de melanina dos melanécitos, o controle da permeabilidade
cutdnea a agua por meio da secrecao de peptideo antimicrobiano e a
participacao na imunidade inata e adaptativa, através das células de Langerhans
[34].

A camada basal da epiderme se conecta a derme por meio de uma
membrana basal, chamada de juncado dermo-epidérmica [33]; esta membrana se
caracteriza por ser uma camada fina, com cerca de 40nm a 120nm de espessura,
flexivel e constituida por proteinas da matriz extracelular. Essas proteinas atuam
como suporte de todas as células do tecido, além de funcionarem como
proteinas de ligacdo, como € o caso da caderina, que tem a funcao de ligar
célula-célula, e das integrinas, que facilitam as ligagcdes célula-membrana
[38,39]. Por sua vez, os melanécitos estao restritos a camada basal da epiderme
e sua fungao primaria € a produgdo de melanina, um pigmento que protege o

nucleo celular das lesées induzidas por radiagéo ultravioleta (U.V) [17].

1.2.2. Derme

Do ponto de vista embriolégico, a derme se origina do mesoderma da
placa lateral e, no terceiro trimestre da gestacéo, ja apresenta caracteristicas
semelhantes as da pele adulta [40]. Se situa entre a epiderme e o tecido celular

subcuténeo e é responsavel pela variacao regional da espessura cutanea, bem
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como pela resisténcia mecanica desta, evitando seu cisalhamento [30,33,34].

Nela esta presente o suprimento neurovascular da pele [33].

E composta, primariamente, por coldgeno, mas também por elastina,
vasos sanguineos, nervos e glandulas sudoriparas [33]. Seu principal e mais
abundante tipo celular é o fibroblasto, gerado a partir de células-tronco dérmicas,
e responsavel pela sintese, secrecao e remodelamento da matriz extracelular
(MEC), e também pela comunicagédo com outros tipos celulares, incluindo células
do sistema imune [41]; estas células produzem colageno, elastina, proteinas
extracelulares estruturais e glicosaminoglicanos, sendo as duas primeiras as

mais abundantes na pele humana [33,34,41,42].

Aderme é dividida morfologicamente em duas camadas, papilar e reticular
[33]. Cada uma delas é formada por linhagens diferentes de fibroblastos, com
capacidades proliferativas, morfologia e marcadores de superficie celular
préprios, o que pode explicar a diferengca em sua arquitetura fibrilar [30,42].

Estudos recentes em ratos e humanos apontaram a presenca de
diferentes subpopulagdes de fibroblastos na derme, que compreendem
fibroblastos papilares, fibroblastos reticulares e fibroblastos da papila dérmica na
base do foliculo piloso, com base nas diferengas dos perfis transcricionais de
cada um destes [36].

A derme papilar se encontra logo abaixo da jungcao dermo-epidérmica, e
se caracteriza pela presenca de fibras finas e esparsas, com uma frouxa rede de
fibrocitos, fibras colagenas finas e vasos sanguineos; abaixo desta camada, se
situa a derme reticular, mais sélida e espessa, contendo menor numero de

fibrécitos que a anterior, porém com rede mais densa de colageno [33,34,42].

A derme papilar apresenta marcadores especificos, tais como
podoplanina, fator intensificador de ligacao linfoide tipo 1 e corina, além de
aumento da expressdao de NANOG, um marcador indiferenciado de células-
tronco e de certos genes colagénicos, como COL5A1, COL9A2 e COL23A1 [42].

O tecido dérmico apresenta, como principal componente estrutural, o

colageno fibrilar, que desempenha, como fungdes primordiais, as de conferir



-33-

resisténcia mecanica, elasticidade e suporte para processos de proliferacao,

adesao e diferenciacao celular na pele [41].

1.2.3. Hipoderme

E formada por tecido conjuntivo frouxo, rico em proteoglicanos e
glicosaminoglicanos, que atraem fluidos para o tecido. Apresenta células
adiposas, fibroblastos e macrofagos. Estes ultimos desempenham papel na
homeostase dos adipécitos na obesidade, associados ao remodelamento
tecidual, e estdo também envolvidos no controle da termogénese da gordura,

estimulando-a durante a exposicao ao frio e a atividade fisica [30].

1.2.4. Anexos epidérmicos

Constituidos pelos foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas,
que estdao em constante renovacado para substituir células senescentes e as
células descamadas da superficie cutinea [34]. Atualmente, é sabido que, as
células foliculares desempenham papel fundamental na regeneracao da pele
traumatizada, sendo recrutados para sintetizar todas as linhagens celulares da
pele, processo complexo, que envolve interagcbes entre o epitélio e o

mesénquima [34].

1.2.5. A matrix extracelular na pele

A matriz extracelular (MEC) é definida como estruturas néo celulares
distribuidas por todo o corpo de formas de vida multicelulares [43]. Suas fung¢des
incluem a organizagao das células em tecidos, guiar a polarizagédo celular e
conferir as propriedades mecénicas dos 6rgaos e tecidos, além de fornecer e
transmitir sinais mecanicos e bioquimicos; esses sinais, traduzidos para as
células, por meio de seus receptores de superficie, modulam diversos processos
celulares, que incluem adesdo, migracédo, proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciacao celulares [44]. Nos mamiferos, estima-se que haja centenas de
componentes na MEC, incluindo cerca de 40 tipos de colageno,

aproximadamente 30 diferentes tipos de proteoglicanos identificados e quase
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200 glicoproteinas distintas [43]. Na espécie humana, de acordo com Naba A.,
2024, sugere-se que potenciais componentes da MEC sejam codificados por

cerca de 1.000 genes [44].

Ela pode ser dividida em 2 tipos principais, que diferem em composicao
molecular, arquitetura, localizacdo e funcdes: a intersticial dos tecidos

conjuntivos e a das membranas basais [44].

A MEC intersticial tem aspecto de malha ou rede [44] e é composta de
proteinas fibrilares, proteoglicanos / glicosaminoglicanos e proteinas
matricelulares. A MEC das membranas basais (ou juncdo dermo-epidérmica),
por outro lado, se constitui em estrutura fina, delicada e flexivel [45], de dupla
camada, em forma de laminas, uma composta por um conjunto rico em laminina
e outra ancorada por uma moldura de colageno IV, com proteoglicanos de sulfato
de heparana e nidogénios, completando os componentes mais onipresentes
dessas membranas. A membrana basal fornece substrato para a adesao celular,
e promove tanto a locomocgéao, quanto uma ancoragem estavel para as células,
entre outras fungdes. As células polarizadas epiteliais e endoteliais se associam
a membrana basal, por meio de sua superficie basal. A composicao desses 2
tipos de MEC varia consideravelmente em cada tecido, a depender de sua forma
e funcado, mas ambas servem como provedoras de informagao mecano sensorial
[43].

A MEC apresenta caracteristicas fisicas de densidade, orientagcdo das
fibras, porosidade, rigidez e elasticidade; propriedades bioquimicas, que
permitem sua comunicagcdo com as ceélulas nativas do tecido [45], por meio de
sinais de adesao celular, promovendo liberacdo ou inibicao de fatores de
crescimento, propriedades que também permitem o remodelamento dindmico,
por meio da secregao, degradacéo (proteases), reorientacédo ou reorganizacao
de fibras, além de propriedades que permitem a alteragdo de sua composicao,
decorrente da progressao da idade ou de doencas [44]. Como ja descrito, suas
principais fungdes incluem fornecimento de integridade estrutural e manutencéao
das propriedades mecanicas do tecido, definindo sua forma e arquitetura [44]; a
regulacdo do fenétipo celular, por meio do controle da proliferacéao,
sobrevivéncia, migracao, diferenciacao [45] e apoptose celular [44]; a interagcéo

com as ceélulas residentes, por meio de receptores de superficie, promovendo o
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ajuste das fungdes e do comportamento celular [45]; a transmissédo de sinais
bioquimicos e mecanicos, com sinalizacao via integrinas; funcao de barreira,
dada por meio da lamina basal, e de filtro, por meio dos glomérulos renais;
ademais, participa de processos fisiolégicos e patologicos, tais como o
desenvolvimento embrionario, a cicatrizacdo, o remodelamento, o

envelhecimento, a fibrose e o cancer [44].

Os principais componentes da MEC, conhecidos como estruturais, sdo o
colageno, os proteoglicanos e as glicoproteinas da matriz. Dentre essas ultimas,
cita-se a fibronectina, fibrilinas, e a proteina ligante ao TGF-B latente, que atuam
na formacao de fibrilas; a elastina que, associada a outras proteinas, forma as
fibras elasticas; as lamininas, tipicas da membrana basal, compostas por 16
combinag¢des conhecidas de cadeias a, 8 € y; e as proteinas matricelulares,
glicoproteinas nao fibrilares, incorporadas a MEC, que desempenham fun¢des
regulatérias, sendo estas as tenascinas, as trombospondinas, as fibulinas, a

periostina, o nidogénio (entactina) SPARC, entre outros [44].

Além destes, existem outras proteinas associadas a MEC, sendo estas
171 proteinas afiliadas a MEC (ex.: ficolinas, colectinas, galectinas, mucinas,
proteinas do surfactante), 238 reguladores da MEC (ex. familias de proteases,
metaloproteinases (MMPs), e inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs)), e 344 fatores secretados (ex. fatores de crescimento, morfégenos e
citocinas) [44].

A elastina, uma glicoproteina estrutural, como ja mencionado, é
componente de fundamental importancia na MEC. Na pele, é responsavel por
manter a arquitetura dérmica que suporta o crescimento celular. Ela controla
diversas atividades celulares de fibroblastos, células musculares lisas e
queratindcitos, tais como proliferacao, migracao e diferenciacao celular, além de
atuar na cascata da coagulagdo, no transporte do calcio, na renovacao e
sobrevivéncia celulares, na regulacao dos fenétipos celulares e na producéo da
matriz e de citocinas. As fibras elasticas correspondem entre 0,6% e 7,9% da
MEC, e de 2-4% do peso seco sem gordura da derme. Conferem resisténcia,
retracao e elasticidade a pele. Na derme papilar, as fibras elasticas finas estéo
dispostas perpendicularmente as fibras da derme reticular, e posteriormente, se

fundem em microfibrilas ricas em fibrilina na juncao dermoepidérmica; na derme
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reticular inferior, as fibras elasticas se organizam como fibras horizontais
espessas. Sao classificadas em 3 tipos, a depender da quantidade de elastina
associada as microfibrilas: oxitalanicas, elauninicas e fibras elasticas maduras
[41]. Ja, o colageno cutaneo, proteina de crucial importancia na constituicao da

matriz extracelular, merece destaque, e sera pormenorizado a seguir.

1.2.5.1. Colageno: Estrutura e Fungao na Pele Humana
1.2.5.1.1.  Caracteristicas gerais

O colageno, pertencente a classe das proteinas fibrosas [46], constitui
cerca de 30% da massa total proteica dos mamiferos e € a proteina mais
abundante no corpo humano, correspondendo a aproximadamente 50 a 90% do
tegumento, além de ser o maior componente da matriz extracelular [41,47];
compreende uma familia de proteinas encontrada na pele e no tecido conjuntivo
do corpo humano [34]. Atualmente, sdo conhecidos 28 tipos de colageno [37],
numerados com algarismos romanos (I-XXVIIl) [48]. Esses tipos de colageno séo
classificados em diversas subcategorias, de acordo com critérios de homologia
de dominio e funcional [37], e sdo codificados por 44 genes [44]. Suas moléculas
sao formadas pelo entrelagamento de trés cadeias polipeptidicas, denominadas
cadeias a, arranjadas em triplice hélice, que se estabiliza por pontes de
hidrogénio intercadeia, conferindo a molécula alta estabilidade, rigidez e forma
de bastao [49]. Essas cadeias podem ser idénticas (homotriméricas) ou distintas

(heterotriméricas), sendo essas ultimas mais frequentes no parénquima tecidual.

As cadeias a da molécula de colageno apresentam grande variagcdo em
numero de aminoacidos, de 662 a 3152 e, portanto, em tamanho, cada qual com
uma sequéncia especifica e caracteristica desses aminoacidos [50,51].

A cadeia a1 do colageno tipo |, o tipo mais abundante no corpo humano,
se caracteriza por uma composicdo especifica de aminoacidos. A glicina
corresponde a aproximadamente 26,7% da sua estrutura, enquanto a prolina
representa cerca de 19% (Figura 4) [44]. Ainda, a 4-hidroxiprolina ocorre em

uma propor¢ao de 9—10% em cada cadeia a desse colageno [52,53].
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Figura 4 - Desenho esquematico da montagem das fibras de colageno tipo I.
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Fonte: Adaptado de Sicari et al., 2023 [54].

A molécula de colageno é produzida no reticulo endoplasmatico de
fibroblastos, osteoblastos, condrécitos, e outras células produtoras de proteinas
da MEC [55]. Ainda, o colageno pode ser classificado como intersticial, periférico
ou pertencente a membrana basal, de acordo com a sua localizacdo no

organismo [486].

As cadeias de colageno, codificadas por genes distintos, podem ser
classificadas, quanto ao seu tipo, em seis grupos: tipos de colageno formadores
de fibrilas ou fibrilares (1, 11, Ill, V, XI, XXIV e XXVII), tipos de colageno associados
a fibrilas com hélices triplas ininterruptas (FACITs; IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI
e XXII), tipos de colageno formadores de rede (IV, VIII e X), tipos de colageno
transmembrana (XIII, XVII, XXIII e XXV), multiplexinas (XV e XVIIl), e um grupo
de 4 tipos de colageno caracterizados pela presenca de multiplos dominios do
fator A de von Willebrand (colageno VI formando microfibrilas, colageno Vil
formando fibrilas de ancoragem, e colageno dos tipos XXVI e XXVIIl). Enquanto
alguns tipos de colageno sao codificados por um sé gene, formando proteinas
homotriméricas, outros sao codificados por diferentes genes, gerando cadeias

distintas e, consequentemente, proteinas heterotrimeras [44]. Dentre os tipos



-38 -

mencionados, as principais categorias sao os fibrilares, os formadores de rede,
e os tipos de colageno associados a fibrilas com interrup¢cdes em suas triplas

hélices (FACIT) (Figura 5) [37,56].

Figura 5 - Classificagcao dos tipos de colageno com base nas principais formas de
organiza¢ao supramolecular.
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Os tipos de colageno fibrilares tém como caracteristica seu agrupamento
em estruturas maiores, as fibras colagenas, como exemplificado na Figura 4
[37,56]. Sua conformacao em tripla-hélice se deve a presenca de um residuo do
aminoacido glicina a cada 3 aminoacidos, huma sequéncia de cerca de 1.000
aminoacidos, formando uma repeticdo (Gly-Xaa-Yaa)n [58]. Além disso, essas

cadeias possuem sequéncias adicionais de 15 a 20 aminoacidos que nao fazem
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parte da tripla hélice e sdo denominadas de telopeptideos, também conhecidos
como extensao nao colagenosa (NC) da molécula. Existem duas extensdes, a
NH2 (amino terminal) e COOH (carboxi terminal). Ha evidéncias de que o
dominio COOH contém informagbes essenciais para a formacao da triplice
hélice, enquanto o NH2-terminal apresenta dados importantes para a regulagao
final do diametro das fibrilas [59,60].

Estima-se que, no corpo humano, cerca de 90% do colageno existente,

seja dos tipos | e Il [61].

Na pele humana, o colageno é fundamental para manter a integridade
estrutural e as fungdes fisiologicas [62]. Ademais, sabe-se, atualmente, que esta
proteina € muito importante no processo de sinalizacao celular [37]. Suas
propriedades incluem baixa antigenicidade, biocompatibilidade e habilidade de
promover adesao e migragao celular, o que os confere papel chave no processo

cicatricial [62].

Na pele normal, as fibras de colageno se organizam na forma de uma rede
tridimensional, formando feixes compostos por fibrilas paralelas e compactas.

Esta conformacéao é resultado de um longo processo de maturacao tecidual [19].

Durante a etapa inicial da biossintese do colageno, ocorre a translagéao
dos precursores da cadeia alfa para formagao da molécula de procolageno; os
residuos de lisina e prolina séo, entao, hidroxilados com auxilio da vitamina C, e
a hidroxilisina € glicosilada. Ap6s a formacgéo da tripla hélice, o procolageno é
secretado pelos fibroblastos para o meio extracelular, onde seus propeptideos N
e C terminais s&o clivados por peptidases especificas, originando o
tropocolageno. As moléculas de tropocolageno associam-se para formar fibrilas
que apresentam um padrao peridédico caracteristico, denominado periodo D, um
arranjo deslocado por um quarto do comprimento da molécula. Esse periodo
varia de 64 a 67 nm e, quando observado por microscopia eletrénica, manifesta-
se como bandas alternadas claras e escuras [55,63]. Na sequéncia, a enzima
lisil-oxidase (LOX) catalisa a formagéao de ligagdes cruzadas (crosslinks) entre
as fibrilas, conferindo resisténcia e forca ténsil [55]. Além da LOX, processos nao
enzimaticos mediados por SLRPs (Proteoglicanos Pequenos Ricos em Leucina)

também participam da formacgao de crosslinks, sendo que o biglican, a decorina
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e o lumican estdo entre os principais representantes dessas cinco classes de
SLRPs [19]. As fibrilas colagenas, posteriormente, se organizam em fibras
colagenas, compondo a matriz extracelular cutanea [33]. Cada molécula de
colageno é formada por trés cadeias alfa entrelagadas, que originam a estrutura
helicoidal tripla caracteristica [17,46]; a sequéncia especifica de aminoacidos
dessas cadeias € o que determina a estrutura final e o tipo de colageno
sintetizado (Figura 6) [46].

Figura 6 - llustracio esquematica da sintese, secrecao e reticulacao de fibrilas de
colageno. RER, reticulo endoplasmatico rugoso; LOX, lisil oxidase; LOXL, semelhante a LOX;
TG, transglutaminase.
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O processo de degradacao do colageno ocorre por vias extra e
intracelulares. As vias extracelulares envolvem ligagbes a membrana e a
secregcdo de enzimas proteoliticas; ja as vias intracelulares envolvem a
internalizacao de fibrilas colagenas inteiras e de colageno fragmentado, que sao
quebrados enzimaticamente. Deste modo, alteracbes neste processo podem
ocasionar condi¢cdes patoldgicas, tais como a fibrose. Neste processo de
degradacao, diferentes tipos de metaloproteinases sdo responsaveis pela
clivagem de diferentes tipos de colageno. Na pele, as metaloproteinases (MMPs)

1, 2, 8, 13 e 14 degradam, primariamente, os colagenos tipos | e lll; ja as MMPs
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3 e 9 sado incapazes de degradar as moléculas de tropocolageno, mas a MMP-9

consegue degradar o colageno tipo IV [41].

O colageno tipo | (Col I), fibrilar, € o mais abundante no organismo humano
de adultos [11], mais especificamente no tecido conjuntivo [62], podendo ser
encontrado nos dentes [46], 0ssos, pele, tendao, cérnea, sistema cardiovascular
[56], pulmao [46], capsulas de érgaos (ex: figado — [65]) e nas fascias, exceto de
tecidos cartilaginosos [66]. No sistema cardiovascular, esta presente no
miocardio, na corda tendinea, na ldmina fibrosa valvular e na adventicia vascular
[67]. Este colageno, de caracteristica mais endurecida, confere for¢a ténsil aos
tecidos [46]. No tecido conjuntivo distensivel (ex: pele, pulmao, sistema vascular)
o Col |, geralmente, esta associado ao colageno tipo Il (Col lll), tendo uma taxa
de renovacgao mais baixa que este ultimo [46]. Representa aproximadamente 80-
85% da derme [41], e possui trés cadeias peptidicas, das quais duas sao
idénticas entre si (a-1) e uma é diferente (a-2). A diferenca entre essas cadeias

esta na sequéncia de aminoacidos [10].

O colageno tipo lll, inicialmente identificado e descrito em 1971, se
constitui em importante proteina estrutural e um dos principais colagenos
fibrilares, correspondendo a cerca de 5-20% do colageno total do corpo humano
[58]. E encontrado no reticulo endoplasmatico, e esta presente em tecidos com
alta celularidade [10]. Encontra-se frequentemente associado ao colageno tipo |,
na pele, utero, intestino e vasos sanguineos [56], e também & encontrado na
medula 6ssea, na sindvia, no bacgo, nos linfonodos [68], e no figado [65], sendo
0 segundo colageno mais abundante, e participando de processos de
regeneracao celular e cicatrizagcao de feridas [62], bem como conferindo forga
ténsil e qualidade éssea [55]. Representa cerca de 8-11% da derme [41],
conferindo maleabilidade cutanea [33]. Este colageno, um homotrimero
constituido por trés cadeias a-1[11], € a forma predominante de colageno no feto

em desenvolvimento, frequentemente referido como colageno fetal [33].

O colageno tipo V (Col V), isolado inicialmente na placenta humana e na
pele adulta [37] e, posteriormente, identificado em outros érgéos, principalmente
na pele, na cérnea, no figado, no bago, no pulmao [69], nos ossos, no cabelo e
nas superficies celulares [56], é classificado como uma proteina, membro da

familia de tipos de colageno fibrilares, representando um colageno menor em
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termos quantitativos em tecidos conjuntivos abundantes em colageno tipo |
[37,69]. Compreende por volta de 4 a 5% do colageno da matriz dérmica [33], e
tem como caracteristica ser pericelular, envolvendo os fibroblastos (além de
células do musculo liso e outras células mesenquimais) [11], apresentando

importante papel em varios processos fisiopatolégicos no corpo humano.

O colageno dos tipos IV e VII formam, respectivamente, uma rede
estrutural e fibrilas de ancoragem na juncado dermo-epidérmica ou membrana
basal [17].

O colageno tipo VI € um colageno nao fibrilar, expresso em muitos tecidos
conjuntivos e implicado na organizagdo da matriz extracelular (MEC).
Theocharidis et. al., 2016, mostraram que o colageno tipo VI foi expresso em
toda a derme humana normal, has margens em expansao de amostras de tecido
queloidiano, e no tecido de granulagdo da MEC em um modelo de cicatrizagéo
de feridas, em ratos [70]. O colageno tipo VI & um regulador chave na
composicao e na estruturacao da matriz dérmica e do comportamento de seus
fibroblastos, e pode desempenhar um papel importante no processo de
cicatrizacdo das feridas e regeneracdo tecidual [70]. Destes, de especial
interesse em nosso estudo, o colageno dos tipos |, Ill e V atuam como
protagonistas nos processos fisiopatolégicos cutaneos, participando, também,

de varias doencgas extra-cutaneas.

1.2.5.1.2. O Colageno dos Tipos I, lll e V na Homeostase Tecidual

O colageno | € o mais prevalente na MEC cutanea, em situagdes de
homeostase [41]. E constituido por mais de 1.000 aminoacidos, podendo
alcancar comprimento de cerca de 300 nm e largura de 1-5 nm [66]. Como todos
os tipos de colageno fibrilares, o colageno | €& trimérico, composto de 3
subunidades alfa, formando uma longa e ininterrupta estrutura tripla em forma
de haste helicoidal, gerada por uma série de aminoacidos Gly-XY (Glicina-X-Y)
repetidos em cada subunidade de colageno, dentro dos quais residuos de glicina
sdo incorporados no centro da hélice e os aminoacidos mais volumosos, como
prolina/hidroxiprolina (X-Y), ficam voltados para fora, estabilizando esta estrutura

[43]. A glicina na terceira posicao garante a formacéao helicoidal; posteriormente,



-43 -

esta estrutura sofrera uma compactagcdo em uma dimensao diferente de formas
hexagonais e quase hexagonais, para formar o colageno fibrilar [66]. A forma
heterotrimérica do colageno tipo I, composta por 2 cadeias a1 e uma cadeia a2,
€ a mais comum, embora em algumas situagdes, como no feto e em algumas
condigbes patologicas, ele possa se apresentar como um homotrimero,

composto por 3 cadeias a1 (Figura 7) [62].

Figura 7 - Estrutura molecular do Colageno tipo I. (A) Comparacao das regides de conexao
C-telo-C-pro do homotrimero (acima) e do heterotrimero (abaixo). No heterotrimero, as cadeias
a1l e a2 sao indicadas pelas setas finas. (B) Vista ampliada da jungéo entre as sequéncias de
telopeptideo e propeptideo do heterotrimero. As setas mostram os pontos de clivagem da C-
proteinase. (C) Vista ampliada da jungéo entre o telopeptideo e o propeptideo no homotrimero.
As setas mostram os pontos de clivagem da C-proteinase.

HOMOTRIMERO

—
p—

HELICE | C-TELO | C-PRO

Fonte: Adaptado de Malone, Alvares e Veis, 2005 [71].

A formacéo desse tipo de colageno ocorre a partir de 2 genes, o COL1A1,
localizado em 17921.3-gq22 (bracgo longo), e o COL1A2, localizado em 79g21.3-
22.1 (braco longo) [66]. A cadeia a1 do Col | € composta por 1.464 aminoacidos,
com as porcentagens de glicina e prolina presentes conforme ja mencionado
[44]. E descrito que o colageno |, naturalmente, em sua forma heterotrimérica,

possui alta resisténcia a degradacao proteolitica; contudo, algumas proteases,
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como as metaloproteinases 1 e 8 (MMP-1 e MMP-8), conhecidas como
colagenases neutrofilicas, sdo capazes de degrada-lo. Sua forma homotrimérica,
contudo, € altamente resistente as colagenases, o que dificulta seu processo de

clivagem [66].

O colageno | apresenta papel fundamental na regeneracao tecidual e na
cicatrizagdo de feridas, promovendo proliferacdo, migracdo e diferenciacdo
celulares, além de angiogénese [62], e participando da fase mais tardia do
processo cicatricial [46]; outrossim, confere integridade estrutural de érgaos e
tecidos, por meio da organizacao tecidual e de sua contribuicdo para as
caracteristicas mecanicas teciduais [62], promovendo a estabilidade, no caso da
pele [46]. E sugerido que este tipo de colageno pode participar do controle da
nucleacdo e do desenvolvimento de cristais minerais 6sseos e na formagéo de
osso sacrificial, o que leva a um aumento da resisténcia 6ssea [66]. Proporciona,

deste modo, resisténcia e forca aos tecidos onde esta presente [55].

Alguns autores sugeriram que o uso de colageno do tipo | recombinante
em hidrogel, preenchido com exossomos de células-tronco mesenquimais de
cordao umbilical humano, pode promover a regeneragao cutdnea e o
fechamento de feridas, com grande potencial terapéutico nessas situacdes. Este
colageno também pode inibir o acimulo de mitocéndrias danificadas em células
tratadas com radiagao ultravioleta B (UVB), além de que, o pré-revestimento de
placas de cultura com colageno | pode reduzir a apoptose de células HaCaT
induzida por UVB. Ainda, pode inibir a autofagia, ao aumentar a regulacéo da via
YAP-mTOR, com contribuicdo para a melhora do metabolismo lipidico e da

glicose, por meio do eixo YAP-autofagia [62].

O colageno tipo lll, homotrimero, € codificado pelo gene COL3A1, que se
localiza no brago longo do cromossomo 2, possui 38 kb de comprimento e 51
exons. O gene COL3A1 esta orientado em sequéncia com outro gene codificador
de colageno fibrilar, 0 COL5A2; a sequéncia entre esses dois genes tem cerca
de 22 kb [58]. O processo de formagcao do colageno tipo lll se inicia com a
clivagem de um peptideo sinal, com formacao da molécula de procolageno. Em
seguida, trés cadeias idénticas de procolageno tipo Ill se retnem por meio de
suas extremidades C-terminais, estabilizadas por ligagées dissulfidicas. Cada

cadeia, individualmente, forma uma hélice voltada para a esquerda; estes
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mondmeros, entdo, passam por processos poés-translacionais de hidroxilagao
(fundamental para a estabilizagcdo da tripla hélice), e de glicosilagdo ou
desaminacao oxidativa (catalisada pela enzima lisil-oxidase), com posterior
reunido das trés cadeias, resultando na formacgao da tripla-hélice [58]. Apos a
formacao da tripla-hélice, os dominios globulares em ambas as pontas da
molécula de procolageno lll sdo removidos por proteinases C e amino (N)
terminais, no meio extracelular [68], com producao de monémeros de colageno
tipo Ill de hélice tripla, conhecidos como tropocolageno, e posterior formacao de
ligagdes cruzadas entre residuos especificos de lisina e hidroxilisina. A seguir,
entdo, os monbémeros de colageno tipo Il se agregam em fibrilas e,
posteriormente, em fibras, conferindo suporte estrutural tecidual. No processo de
biossintese do colageno lll, assim como ocorre com outros tipos de colageno
fibrilares, os propeptideos C desempenham papel crucial, uma vez que estes
direcionam a selecao da cadeia, estabilizam as cadeias alfa associadas por meio
de ligacoes dissulfidicas, e facilitam a formacgéao da tripla-hélice (Figura 8). Ainda,
na molécula deste tipo de colageno, a sequéncia de aminoacidos (Gly-Xaa-Yaa)
se repete 343 vezes [58].

Figura 8 - Estrutura molecular do Colageno Tipo lll - Dominios estruturais da molécula de
procolageno tipo lll. Trés cadeias a formam um homotrimero, constituindo a molécula de
procolageno tipo lll. Os grandes dominios globulares da molécula sdo removidos por proteinases
carboxi-terminais (C) e amino-terminais (N) para formar o colageno tipo lIl.
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|
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C-propeptidase

Pro-peptideos N \/',/ Pro-peptideos C

Dominio colagenoso

Fonte: Adaptado de Kuivaniemi e Tromp, 2019 [58].

O colageno do tipo Il possui estrutura molecular similar ao colageno tipo
I, em termos de composi¢cdo de aminoacidos, porém este tipo de colageno é

caracterizado por ser um pouco mais flexivel [43] e ter fibras mais finas em
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relacdo ao tipo | e, quando presente em conjunto com este, auxilia na regulagcao
do diametro fibrilar [58]. Quando em grandes quantidades em tecidos
especificos, se associa a maior complacéncia e fibrilas menores, especialmente
aquelas em tecidos em desenvolvimento [43], e nas fases iniciais do processo
cicatricial [46]. Este colageno forma uma rede elastica que funciona como uma
mola, armazenando a energia do movimento e a devolvendo rapidamente, como
um rebote [46]. Além disso, o colageno do tipo lll, confere for¢a ténsil e forma
aos tecidos, desempenhando, nestes, um papel de suporte [55] e, assim,
mantendo a integridade de varios 6rgaos [58]. A proporg¢ao tecidual entre os tipos
de colageno l:lll nas fibrilas heterotipicas, compostas por mais de um tipo de
colageno, regula a elasticidade e a forca ténsil destes tecidos [565]. O Col lll
também influencia a agregacado plaquetaria em humanos, além da adesao,
migracao, proliferacao e diferenciagéo celulares, por meio de sua interagao com
as integrinas, receptores de superficie celular [58]; como exemplo, pode-se citar
sua participacao na MEC do endométrio, onde promove viabilidade e migracao
das células endometriais estromais [62]. Desempenha papel importante no
desenvolvimento do sistema cardiovascular [62] e atua de modo essencial no
processo de cicatrizacao tecidual, marcado pelo aumento significativo de niveis
de propeptideo N-terminal do procolageno tipo lll, apds procedimentos cirurgicos
[58]. Em conjunto com o colageno tipo | o colageno lll, ainda, apresenta uma
importante acao nos processos de retardo da dor e envelhecimento [62]. Ainda,
como o colageno |, sua degradagéo geralmente é realizada pela agéo de
metaloproteinases, como a MMP-1 (conhecida como colagenase-1) e MMP-8

(colagenase-2) [46].

O colageno tipo V, fibrilar, apesar de ocorrer em menor proporgédo em
relacdo aos outros tipos de colageno, desempenha papel de extrema
importancia nos processos de proliferacao e reparacao tecidual, por meio da
nucleacéao e fibrilagdo do colageno de tipos | e lll [37,69], e de agregacao de
outras cadeias colagénicas, incluindo cadeias de colageno Xl, formando
moléculas heterotipicas (com 1 cadeia a1 (V) e 2 cadeias a1 (X)), e participando
de processos fisiolégicos, com papel central na fibrilogénese do colageno [72].
Outrossim, esta presente na membrana basal de vasos e em alguns tecidos

mesenquimatosos, com extrema importancia na ligagéo entre o colageno IV
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presente nesta membrana e o tecido conjuntivo frouxo dos érgaos (Carla de
Oliveira et al., 2006; Sun et al., 2025b).

Além de sua interacdo com outros tipos de coladgeno da matriz, o colageno
V interage com as proteinas estruturais, tanto nos casos de normalidade, como
em doencas nas quais participa. Morfologicamente, o Col V se apresenta como
fibrilas heterotipicas associadas ao Col I, microfilamentos, ou fibrilas de 12 nm
de espessura; também se associa, na MEC, ao Col lll e ao Col VI filamentoso,
conferindo integridade estrutural aos tecidos [73].

A sintese do colageno tipo V se inicia sob forma de procolageno com os
N- e C-propeptideos terminais, os quais, na matriz extracelular, sdo clivados
enzimaticamente, para a produ¢do da molécula de colageno. Os N- e C-
propeptideos do colageno tipo V diferem dos outros tipos de colageno fibrilares
[49,74,75]; no processo de sintese desta proteina, o dominio globular
propeptideo amino (NH2)-terminal de sua cadeia a1 é preservado, o que nao
ocorre com a maioria dos outros tipos de colageno fibrilares [76]. Desse modo,
a retencao de uma grande porcao do propeptideo N-terminal em moléculas de
colageno V maduras dificulta a adigcdo de colageno I, regulando negativamente
o didmetro dessas fibras, sendo, portanto, considerado um colageno fibrilar
regulador. Assim, existe uma relagao direta entre as proporgbes de colageno V
e de colageno |, sendo que o aumento da proporgéo de colageno V condiciona
diametros fibrilares menores [77].

Até o momento, sdo conhecidas trés isoformas moleculares diferentes de
colageno V, a1(V)2 a2(V), 3a1(V) e a1(V)a2(V)a3(V), formadas por combinagdes
de trés polipeptideos com cadeias alfa diferentes, a1(V), a2(V) e a3(V)
[78]codificadas, respectivamente, pelos genes COL5A1, COL5A2 e COL5A3
[37]; cada isoforma fornece uma composicéao de cadeia e distribuicdo tecidual,
com fungbes, possivelmente, diferentes. O homotrimero a1(V) ocorre como
microfilamentos de 5 a 10 nm de didmetro na derme, e serve como conexao
entre o Col VI e o Col IV na membrana basal epidérmica, auxiliando na
estabilizacao da juncao dermoepidérmica [73]. A isoforma de Col V contendo as
cadeias heterotriméricas a1(V)2a2(V) é a mais comum e referida como sendo a
representante do Col V, e forma fibrilas heterotipicas com outros tipos de
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colageno, em especial com o colageno |, sendo amplamente distribuida nos
tecidos (Figura 9) [73,77].

Na pele humana, 2 tipos de isoformas foram descritas: a primeira
homotrimérica, constituida por trés cadeias a1 idénticas [a1(V)]3 e, a segunda,
heterotrimérica, que possui duas cadeias a1 e uma cadeia a2 [a1(V)]2, a2(V)
[79-81].

Figura 9 - Estrutura molecular do Colageno Tipo V — Desenho esquematico das estruturas
das cadeias pré-a1(V) e pré a2(V) e isoforma heterotrimérica madura a1(V)2 a2(V) do Col V. (A)
Cadeia pro-a1(V): a cadeia é composta por um dominio principal de colageno flanqueado por um
propeptideo globular N-terminal e um propeptideo globular C-terminal. (B) Cadeia pré-a2(V). (C)
Isoforma a1(V)2 a2(V) do Col V madura. COL: dominios colagenosos tripla hélice. NC: dominios
néo colagenosos. TSPN-1: trombospondina-1 semelhante ao dominio N-terminal. SP: peptideo
de sinalizagdo. CR: subdominio rico em cisteina. Neste esquema, as duas cadeias a1(V) sédo
coloridas de verde ou azul, e a cadeia a2(V) é colorida de roxo.
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Fonte: Adaptado de Mak, Png e Lee, 2016 [73].
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Estudos prévios identificaram o colageno V heterotrimérico, sob a
isoforma a1(V)a2(V)a3(V), na placenta e em outros tecidos, como nas ilhotas
pancreaticas, no utero, nas membranas sinoviais, € na pele [73]. Recentemente,
Labarrade et al., 2025, mostraram, em seu estudo, a producéo exacerbada da
cadeia a3 do Col V pelos queratinécitos basais (junto a membrana basal da
epiderme) e na bainha radicular externa do fio capilar; este estudo também
mostrou que a expressao da a3 (V) do colageno diminui com a idade, na pele e
em queratinécitos diferenciados, e que a inibicao desta cadeia, nos
queratinécitos, ocasiona aumento da MMP-9 (metaloproteinase 9). Ainda, estes

autores sugeriram um provavel papel sinalizatério da cadeia a3 do colageno V,
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uma vez que, localizada na membrana basal epidérmica, pode ser responsavel
pela manutencao da populacao de células-tronco, bem como pelos mecanismos

de controle de qualidade de eliminacao de células inadequadas [37].

O Col V pode ser encontrado, em grande parte, no tecido conjuntivo,
sendo considerado importante na formacdo deste; € sintetizado por varias
células mesenquimais, e apresenta expressao génica modulada por TGF-B e

outros fatores de crescimento [73,77].

1.3. Patogénese e a MEC nos queloides

1.3.1. Aspectos gerais

As alteracdes dérmicas hiperproliferativas e fibréticas queloidianas fazem
com que essas cicatrizes se assemelhem, fenotipicamente, a tumores benignos
[19]. Do ponto de vista histolégico, ha heterogeneidade das cicatrizes
queloidianas entre si, e dentro de uma mesma cicatriz, 0 que pode ocasionar
alteracdes na interpretacao dos resultados obtidos e as discrepancias existentes

entre os estudos [4]

Varios tipos celulares foram identificados como participantes do processo
de fibrose observada nas cicatrizes queloidianas, seja de forma primaria, como
os fibroblastos, ou indiretamente, estimulando-os [18]. Por fibrose, entende-se o
acumulo de componentes do tecido conjuntivo em um érgao, apds a ocorréncia
de injuria tecidual, ou ap6s exposicado a estimulos lesivos persistentes, o que
desencadeia eventos moleculares e celulares, com consequente deposicéo
excessiva de componentes da matriz extracelular; em ultima instancia, esse
processo culmina com formagao de cicatriz, alteracdo da arquitetura tecidual

original e, consequentemente, alteragdes funcionais do 6rgao acometido [26].

Morfologicamente, Limandjaja et al., 2017, 2020, demonstraram em
diferentes estudos [4,78], que os queloides apresentam espessura epidérmica
maior, associada ao “achatamento” epidérmico, quando comparados a pele
normal, cicatrizes normotroficas e hipertroficas, possivelmente devido a
diferenciacao precoce da epiderme desencadeada pela involucrina, com

consequente alteracdo da formacdo do estrato corneo, e ndo a sua
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hiperproliferacdo; essa alteracdo epidérmica ja havia sido demonstrada
previamente em alguns casos por Ehrlich et al., 1994, tanto em queloides quanto
em cicatrizes hipertréficas, porém sem achados consistentes a época [82]. Na
epiderme do queloide, os queratindcitos e melanécitos presentes também
desempenham importante papel. Sugere-se que os queratinécitos interajam com
os fibroblastos dérmicos, uma vez que queratindcitos extraidos de queloides
parecem induzir comportamento anédmalo em fibroblastos normais, além de
contribuirem para a diminuigéo das taxas de apoptose dos fibroblastos [18]. Mais
recentemente, este achado foi corroborado por outro estudo, que apontou a
participagcdo dos queratinécitos no desencadeamento das cicatrizes
queloidianas, por meio de sua participacdo na transicao epitélio-mesenquimal
[83]Quanto aos melanécitos, areas corpéreas com maior densidade dessas
células parecem apresentar maior tendéncia a ocorréncia de queloides, e estudo
de revisdo de literatura sobre essas lesées mostrou que os melandcitos
aumentam a expressao de colageno tipo | e de TGF-[3, ao mesmo tempo em que
os efeitos supressores da producgéo de colageno, pelo horménio estimulador de
a-melanécitos (aMSH), se mostraram desregulados em individuos com essas

cicatrizes [18]

Na derme queloidiana, hipercelular, encontram-se fibroblastos em niumero
aumentado e mais ativos, aumento do infiltrado de mastécitos e macrofagos [10],

além de linfécitos, em quantidade variavel [4,14]

Outras linhagens celulares também estdo presentes e apresentam
relacdo com essas cicatrizes, como as de miofibroblastos e fibrécitos,
aumentados quantitativamente [4], além das células-tronco mesenquimais, que

foram associadas com a recorréncia da doenca [14]

Os fibroblastos sao responsaveis pela maior parte da produgédo do
colageno e da deposicdao da MEC, tanto na cicatrizacdo normal, quanto na
anbmala. Essa producéao € estimulada por fatores de crescimento fibrogénicos,
como fator de crescimento tecidual B (TGF-), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento do fibroblasto B (FGF-B) e fator de
crescimento insulina-simile (IGF-I) [18]. Outrossim, os fibroblastos queloidianos
apresentam importante crescimento quando estimulados pelo fator de

crescimento epidérmico (EGF), ocasionando maior produgcao de propeptideo
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carboxiterminal de procolageno tipo | [84]. A ativagdo dos fibroblastos por
estresse mecanico, sinais imunologicos e citocinas pré-fibréticas, os converte em
miofibroblastos [26], causando inflamacéao persistente e acumulo excessivo de
MEC, conforme ja relatado [8,19]; ademais, ao mesmo tempo em que a
proliferacao de fibroblastos e sua densidade estdo aumentadas nas cicatrizes
queloidianas, suas taxas de apoptose estdo reduzidas, o que, em ultima

instancia, contribui para o aspecto fenotipico dos queloides [18].

Os miofibroblastos, que, segundo estudos prévios, apresentavam
pequeno papel nos queloides, diferentemente das cicatrizes hipertréficas,
parecem ter importadncia na patogénese das cicatrizes queloidianas, uma vez
que foram identificados, nessas lesdes, marcadores caracteristicos de ativagao
dos mesmos, como transgleina, citoglobina/STAP e prolil 4-hidroxilase 8, os
quais estao implicados em processos fibréticos, bem como miofibroblastos com
alfa actina de musculo liso (aSMA) [18]. A expressdao da aSMA promove a
relatada transicéo dos fibroblastos para miofibroblastos, com fungao secretéria
e contratil [26].

Quanto a vascularizacdo do tecido queloidiano, estudos prévios
demonstraram que o nhumero de vasos sanguineos é significativamente reduzido
na pele de pacientes com queloide. Mais recentemente, no entanto, outros
relatos da literatura sobre a densidade vascular das cicatrizes queloidianas
afirmam que essa é variavel, tanto reportando aumento, quanto diminuicao
[4]. Um destes estudos, apontou que individuos com predisposi¢cao a formacao
de queloides tendem a ter um aumento da microvasculatura da pele, e que
pacientes portadores de cicatrizes queloidianas apresentam aumento da
densidade de vasos sanguineos, aumento da oclusdo capilar e aumento dos
marcadores endoteliais endotelina e HIF-1a [85]. Quanto a densidade de fibras

nervosas no queloide, esta foi relatada como aumentada [4].

Sabe-se que outro elemento importante no mecanismo de formacéao
vascular é o TGF-B, que sera pormenorizado mais a frente. Este age, também,
em outras moléculas efetoras, como as fibronectinas (Fn-EDA), o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e o PDGF, acentuando a angiogénese
[18]
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Além do TGF-B, os mastdcitos também sao responsaveis pela liberagao
de VEGF. Estas células estdo presentes dentro e na periferia do tecido
queloidiano, tanto ao redor de vasos como nos feixes de colageno anémalo,
produzindo, também, varios outros fatores pro-angiogénicos, incluindo o fator de
crescimento do fibroblasto-2, o fator de crescimento derivado de plaquetas,
interleucina 6 (IL-6), triptase e quimase; a triptase, uma protease sérica, € uma
potente indutora de angiogénese tecidual, e esta relacionada positivamente com

as cicatrizes queloidianas [14]

Ao contrario das alteragdes vasculares sanguineas presentes no tecido
queloidiano, bem conhecidas e reportadas, pouco se sabe sobre o
comportamento dos vasos linfaticos nesses tecidos. Os vasos linfaticos diferem
dos vasos sanguineos sadios de varias maneiras. Os capilares linfaticos sao
constituidos de paredes finas e tubos endoteliais cegos que, ao contrario dos
capilares sanguineos, nao apresentam pericitos e uma lamina basal continua,
mas apresentam grandes aberturas valvares interendoteliais [86,87]. As células
endoteliais linfaticas contém filamentos de ancoragem que os conectam a matriz
extracelular e contribuem para a manutencido da permeabilidade dos vasos
durante o aumento da pressao tecidual e inflamacao [87,88]. Devido a maior
permeabilidade, capilares linfaticos, na maioria dos 6rgaos, sao mais eficazes do
que os capilares sanguineos na drenagem de fluido rico em proteinas, com
depuragcdo de macromoléculas. Zhang et al., 2018 [89], avaliaram, em seu
estudo, a atividade linfangiogénica na pele queloidiana e em controles
saudaveis, através dos marcadores endoteliais linfaticos D2-40 (podoplanina) e
LYVE-1, e constataram que o numero de vasos linfaticos nos pacientes com
queloide foi significativamente menor em relacdo aos controles (p<0.05),
indicando uma possivel relacao entre a linfangiogénese e a patogénese destas

cicatrizes.

Em relacdo a protedbmica das cicatrizes queloidianas, objetivando o
desenvolvimento de novos e mais efetivos tratamentos para esta alteracao
cicatricial, por meio da investigacao de possiveis biomarcadores, Liu, Li e Zhan,
2022 [21], realizaram a analise protebmica quantitativa sem rétulos por
espectometria de massa, de tecido queloidiano e normal (adjacente ao tecido
cicatricial) de 6 pacientes, tendo identificado 206 proteinas com expresséo
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significativamente maior em queloides, incluindo Reticulocalbina-3 (RCN3),
Calumenina (CALU), RCN1 (Reticulocalbina-1) e PDGFRL (proteina receptora-
simile de fator de crescimento derivado de plaquetas), sendo que essas duas
ultimas foram identificadas unicamente nas cicatrizes queloidianas. Entre outros,
este estudo também apontou, por meio da analise da rede de interacao proteina-

proteina, aumento de expressao dos genes COLVA1 e COLVA2 [90].

Do ponto de vista endocrinoldgico, alguns elementos sao apontados na
patogénese dos queloides. Dentre estes, encontra-se o sistema Renina-
Angiotensina, que apresenta papel conhecido em processos fibréticos em
diversos érgaos; na derme, este sistema age por meio da atuacao de elementos
como a angiotensina Il, os receptores de angiotensina tipo 1 e angiotensina tipo

2, e a enzima conversora de angiotensina (ECA).

Os receptores de angiotensina | (AT1) promovem fibrogénese e formacao
de cicatriz, enquanto os receptores de angiotensina Il (AT2) atenuam este
processo; a angiotensina Il age regulando positivamente mediadores pré-
inflamatorios (Ex: IL-6, VEGF, TGF-f1, entre outros), e contribui para a
progressao cicatricial por meio do estimulo dos receptores AT1, além de regular
negativamente alguns agentes antifibréticos. Outro elemento sugerido como
participante da génese desta doencga sdo os horménios sexuais, uma vez que
estas cicatrizes apresentam niveis elevados de ligacdo de andrégenos,
enquanto os niveis de estrégeno e progesterona sao minimos, o que explica o
uso mais recente de medicamentos contendo finasterida para a melhora de
alguns aspectos das cicatrizes queloidianas, como prurido e textura. Também,
sugere-se que a vitamina D, que desempenha importante papel na regulacao de
processos celulares e na fibrose tecidual, participe da patogénese do queloide;
nessas cicatrizes, foram encontrados baixos niveis de receptores de vitamina D,
além de haver menor sintese desta vitamina em peles mais escuras, o que pode

contribuir para a maior suscetibilidade para esta doenca [24].

Além dos componentes celulares e vasculares, a MEC e seu
microambiente vém sendo cada vez mais explorados, devido a sua extrema
importancia e relevancia nos processos biolégicos [43]. As abordagens atuais da
matriz incluem sua analise em tecidos vivos /dindmicas em tempo real; as

Matriterapias, com materiais biomiméticos (hidrogéis, MEC decelularizada) ou
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terapias regenerativas; o estudo da MEC no envelhecimento, objetivando
promocédo de saude e longevidade; o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas em processos fibréticos, doencas cardiovasculares e no cancer,
entre outras; e a Modelagem computacional e matematica, para uso na predigao
de interagbes proteina-proteina (PPI), proteina-DNA, ou reguladores génicos,
sob diferentes estimulos-estresse mecanico, metabdlico ou patolégico [44].
Sabe-se que ela tem um papel critico nos processos fibréticos, na ativacéo dos
fibroblastos, e na progressao e permanéncia da fibrose [43]. Deste modo, muito
tem sido estudado sobre o papel da matriz extracelular no desencadeamento
das cicatrizes queloidianas, com algumas propostas terapéuticas visando
interromper ou amenizar o mecanismo de fibrose, por meio da atuacdo na MEC,

como ilustrado na figura abaixo (Figura 10):

Figura 10 - Alteragdes na MEC e potenciais alvos terapéuticos. MEC, matriz extracelular;
LOX, lisil oxidase; LOXL, semelhante a lisil oxidase; TG, transglutaminase.
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Fonte: Adaptado de Nizamoglu e Burgess, 2021. [64].

Nos queloides, componentes da MEC, sobretudo os tipos de colageno
cutaneos, estao intimamente imbricados em seu desenvolvimento. Nesta
doenca, ocorre acumulo de matriz extracelular, com aumento da producéo e

irregularidade do alinhamento das fibras colagenas, contrastada pela diminuicéo
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de sua degradacao [8,19]. Além desses, outra proteina da MEC, o lumican,
também parece estar envolvida na patogénese queloidiana, atuando no

agrupamento das fibrilas de colageno [19].

Um dos principais fatores que condicionam a deposi¢do da matriz, nesses
casos, € o TGF-f3, regulador primario da reparacao tecidual e da fibrogénese
[26]. Ele €& produzido por diversos tipos celulares, incluindo plaquetas,
macroéfagos, células epiteliais e fibroblastos; inicialmente, se encontra sob forma
inativa na MEC e, uma vez liberado e ativado, se liga a receptores especificos,
o que deflagra a acao de vias sinalizatérias intracelulares, incluindo as SMAD-
dependentes e SMAD-independentes (ndo candnicas) [26]. Este fator de
crescimento estimula a proliferagéo de fibroblastos e a sintese de colageno, e
inibe a atividade das metaloproteinases da MEC, responsaveis, entre outros,
pela degradacao do colageno. No entanto, na periferia das lesdes queloidianas,
algumas MMPs encontram-se elevadas (MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9), o
que promove o alto grau de remodelamento da ferida [18], e faz com que, em
geral, essa regidao das cicatrizes queloidianas apresente maior atividade de
crescimento, quando comparada com sua porc¢ao central [4]. Sabe-se que as
metaloproteinases atuam tanto na derme quanto na epiderme, e desempenham
outros papeéis além da degradacao da MEC, tais como sinalizagcao célula-célula
e célula-matriz, assim como papéis intracelulares (regulacdo epigenética,

autofagia e atuacao no processo de morte celular) [37].

A acao do TGF-B nas moléculas efetoras, fibronectinas (Fn-EDA), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e Fator de Crescimento Derivado de
Plaguetas (PDGF), acentua, além da angiogénese, a producéo de colageno. O
PDGF induz a mitogénese, € quimiotatico para fibroblastos e células de
musculatura lisa no leito da ferida, estimula a proliferacao e a migracao celulares
e, nos estagios mais avancados da cicatrizacdo, promove aceleracdo da
formacao do tecido de granulagéo e sintese de colageno. Ja, o VEGF atua na
multiplicagao das células endoteliais, podendo desempenhar papel fisiolégico ou

patolégico, dependendo de sua concentragao [18].

Diversas citocinas também estdo envolvidas no processo de
desencadeamento das cicatrizes queloidianas. Verifica-se o incremento da

sintese de varias citocinas pré inflamatérias [84], que alteram a fungcdo dos
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fibroblastos e promovem acumulo de matriz extracelular [84], tais como as
interleucinas IL-1a, IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-8, IL-13, IL-17, IL-18 e IL-22 e o fator de
necrose tumoral (TNF)-a [18,84]. Algumas citocinas, tais como IL-6, IL-8, VEGF-
A e fator de crescimento dos fibroblastos, sdo liberadas pelos préprios
fibroblastos, mediando, assim, a angiogénese, a sua prépria proliferacéo, e a

deposicao de matriz extracelular [91].

Foram relatados, também, niveis aumentados de interferon 3 (INF-B) e de
TGF-B [18], e expresséao reduzida de alguns mediadores anti-inflamatérios, que
acabam por modular o processo fibrético, como IL-10, IL-24 e IL-37 [84]. Do
mesmo modo, as concentracdes séricas dos interferons INF-a e INF-y, e de fator
de necrose tumoral B (TNF-B), que agem através do mecanismo de feedback
negativo na producgéo de colageno e proliferagao de fibroblastos, estdo reduzidas

nessas lesdes, com perda da inibicao da producao desta proteina [18].

Outrossim, algumas quimiocinas encontram-se reguladas nos queloides,
tais como CXCL1, presente nos miofibroblastos e linfécitos, e relacionada a
infiltracao inflamatéria, além dos receptores de CXCR2, altamente expressos
nas células endoteliais e no infiltrado inflamatério; essas quimiocinas acabam
por estimular a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias ou fibrogénicas,

contribuindo para a ativagao dos fibroblastos [84].

Na matriz dérmica € reportado o aumento de proteoglicanos [19]
fibronectina, glicosaminoglicanos, sulfato de condroitina, biglicano, versican,
tenascina e periostina; outros elementos, como a decorina, estdo reduzidos,

enquanto os niveis de acido hialurénico sao variaveis [4,10,18,92]

Em relacdo a elastina, os estudos apontam resultados controversos.
Alguns autores relatam niveis reduzidos de elastina na derme dos queloides
[4,5,93], outros, apontam que esta proteina se encontra preservada ou
aumentada nessas cicatrizes, porém com disturbios na montagem das fibras
elasticas [94]. Gardeazabal et al., 2024, por exemplo, apontaram que, nos
queloides, ocorre um aumento da elastina na derme profunda, porém com
reducdo do FBN1 (gene codificador da proteina fibrilina-1, constituinte das
microfibrilas elasticas), o que acarreta alteracao na composicao das microfibrilas;

este estudo também revelou que os padrdes de organizacao alterada e de
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degradacao de componentes das fibras elasticas contribuem para a formacgéao

das cicatrizes queloidianas [41].

Quanto a periostina, esta € induzida pelas interleucinas 4 e 13, modulando
a atividade dos fibroblastos e a reticulagdo da MEC, contribuindo para o

endurecimento dérmico e a progressao da fibrose [26].

Participando do mecanismo etiopatogénico da doenca queloidiana,
temos, também, algumas vias sinalizatérias. Andrews et al., 2016, relataram o
papel da via de sinalizacdo das SMADs, familia de proteinas intracelulares
reguladoras, no desenvolvimento dos queloides [18]. As SMADs atuam na
expressao do gene do procolageno, sendo sua transcricdo mediada pelo TGF-
B, através de seu receptor TGF-f tipo I. Também, outras vias sinalizatérias foram
apontadas como participantes na formacao dos queloides, especialmente as vias
imunes Th2 e Janus quinase (JAK) / transdutor de sinal e ativador de transcricao
(STAT)3, vias de sinalizagao inatas, Th1 e Th17/Th22 [14], além das vias do
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/ Proteina quinase B (AKT), proteina quinase
mitégeno ativada (MAPK), fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-1)
(36), Wnt/ B-catenina, e a via de sinalizagdo Notch [1,91,96,97].

A via de sinalizagcdo JAK/STAT € ativada por fatores proé-inflamatérios,
como IL-1B, IL-6, IL-17, e TNF-q, ocasionando desregulacao da resposta celular
em queloides; a sinalizacdo do STAT3 encontra-se aumentada nos fibroblastos
queloidianos, levando a sua proliferacdo e producéo exacerbada de colageno
[8]; além dessas citocinas, a IL-4 e a IL-13 ativam a via JAK/STAT6, estimulando
a migracao de fibroblastos e a sintese de colageno e de outros componentes da
MEC, além de regular positivamente genes pré-fibréticos [26]. A via MAPK
desempenha varios papéis na patogénese do queloide, por meio de uma rede
complexa, que inclui Quinase regulada por sinal extracelular (ERK), Quinase c-
Jun N-terminal (JNK), e p38 quinase; em ultima instancia, essa via promove o
acumulo de colageno, proliferacdo e migracdo de fibroblastos, reducado da
apoptose destas células, além de contribuir para a sintese de MEC. A via PI3K /
AKT controla a proliferacao de fibroblastos, sua migracao e diferenciacdo em
miofibroblastos [8]. Em relacdo a via sinalizatéria canénica Wnt/B-catenina, a
conjugacéo do ligante Wnt a B-catenina, com sua estabilizagéo e translocagéo

para o nucleo, promove, neste sitio, sua ligagdo com os fatores de transcricao
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Fator de célula T (TCF) e Fator intensificador linfoide (LEF), desencadeando a
transcricao de genes pro-fibréticos, tais como os genes dos tipos de colageno
I/ll, da fibronectina e da alfa-actina de musculo liso; além disso, o TGF-3 pode
ativar a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina, por meio de mecanismos diversos,
suprimindo os antagonistas da Wnt e contribuindo também para o processo
fibrético [26]. A via de sinalizacdo Notch tem, também, papel pro-fibrético,
atuando por meio da regulacdo positiva de Notch1, Jagged1, e NICD nos
queratindcitos e fibroblastos, com ativagéo destes ultimos e deposicao de matriz
extracelular [26].

Além destas, outra importante via de sinalizacdo é a via
mecanotransdutora; nela, sinais mecanicos, como tensao e estiramento
cutaneos sao convertidos em sinais bioquimicos, com participagéo das vias TGF-
B/Smad e da integrina, que acabam por promover proliferacado excessiva de
fibroblastos, deposicdo de MEC e secrecao de fator pro-fibrético, ocasionando
rigidez da matriz queloidiana [8] e hipoxia tecidual [26]. Essa alteracdo da
biomecanica matricial também é responsavel pela ativacdo de fibroblastos,
perpetuando o ciclo fibrético, a MEC também se constitui em reservatério de
fatores de crescimento pro-fibréticos, que podem ser ativados e liberados por
estresse mecanico ou remodelagcao enzimatica, amplificando a sinalizagcao para

este processo patologico [26].

Adicionalmente, um estudo identificou outra via de sinalizagcédo, a XBP1-
mediada pela resposta a proteinas mal enoveladas (UPR), que pode estar
envolvida na formagdo dos queloides, o que pode contribuir como alvo

terapéutico futuro destas cicatrizes [90].

Em relacdo as células do sistema imune anteriormente mencionadas
como parte da patogénese dos queloides, macrofagos, mastoécitos e células T
atuam tanto no desencadeamento, quanto na perpetuacao destas cicatrizes. Os
macrofagos, ao mesmo tempo que possuem papel anti-inflamatério e de
restauracao tecidual, estimulam a producao de TGF-B1 e de VEGF, promovendo
a deposicao de MEC e angiogénese [8]; ainda, os macréfagos do tipo M2
promovem a conversido de fibroblastos em miofibroblastos [83]. As células T
(linfécitos T CD4+ e CD8), sobretudo o CD8, estimulam a producgéao de citocinas,

tais como TNF-q, IFN-y e IL-10, com estimulo da proliferacao de fibroblastos e
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sintese de colageno; os mastécitos, por sua vez, produzem mediadores
(histamina, fatores de crescimento e citocinas), além de estimularem a producéao
de colageno por meio das vias P13K / AKT / mTOR e TGF-1 / SMAD, com
consequente progressao do processo fibrético [8,91]. Nas lesbes queloidianas
ha, ainda, expressdo aumentada de marcadores de células T, células T

reguladoras (Treg) e células dendriticas (CD) [14].

Mais recentemente, estudos mostraram que a patogénese das cicatrizes
queloidianas envolve fatores genéticos e epigenéticos. A semelhanca dos
processos tumorais, essas cicatrizes hiperproliferativas apresentam metilacao
aberrante do DNA, o que pode alterar a sinalizacao celular normal e o controle
do crescimento celular, acarretando proliferacdo anormal de fibroblastos e

producao excessiva de colageno [6].

James et al.,, 2024, em estudo de revisdo sistematica objetivando
identificar, na literatura mundial, potencial predisposicéo genética para formagao
das cicatrizes queloidianas, identificou os genes NEDD4, VDR e componentes
do sistema antigeno leucocitario humano (HLA) como candidatos para essa
doenca. Este estudo, no entanto, apresenta como limitagbes a enorme
variabilidade entre os queloides e entre os pacientes com risco de

desenvolvimento desta condicao [13].

Do ponto de vista epigenético, sabe-se que diversos mecanismos sao
responsaveis por regular o processo fibrético na pele; dentre eles, temos como
principais representantes, os microRNAs (miRs), RNAs nao codificadores de
cadeia longa (IncRNAs), e os RNAs circulares (circRNAs) [26]. Os microRNAs
sdo de especial interesse em nosso estudo, e serdo abordados em tdpico

especifico.

1.3.2. Fibrilogénese do colageno no tecido queloidiano

Conforme ja explanado, a sintese do colageno e a fibrogénese séao
processos complexos com fases intra e extracelulares [10], sendo os tipos de
colageno de interesse em nosso estudo, ol, o lll e oV, fibrilares [11], inicialmente
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produzidos sob forma de precursores, os quais sofrem maturacdo, por acao

proteolitica (proteases), com posterior formacao fibrilar [3].

Andrews et al., 2016 [18], relataram que alguns fatores reguladores da
“cascata fibrotica”, como o fator de crescimento beta (TGF-) e o extra dominio
A da fibronectina (Fn-EDA) participam do processo de deposi¢ao do colageno
durante o desenvolvimento do queloide, mas o0 modo como se da esse processo
de desencadeamento, e a subsequente perpetuacao da deposicao de colageno,
ainda permanecem desconhecidos; sabe-se que a produgcao excessiva de
colageno ocorre somente no sitio da ferida [10]. A semelhanca do que ocorre
nos processos fisioldégicos, geneticamente, a sintese do Col | ocorre por
expressao dos genes COL71A1, localizado no cromossomo 17, codificador da
cadeiaa1(l) e COL1A2, localizado no cromossomo 7, codificador da cadeia a2(l).
O Col Ill é produzido pelo gene COL3A1, localizado no cromossomo 2. Esses
genes sao, entao, transcritos em RNAs mensageiros (MRNAs), por meio de
varias vias de sinalizagao, como MAPK e NF-kB, e, posteriormente, traduzidos
no reticulo endoplasmatico rugoso (RER), hidroxilados e glicosilados,
transformando-se em moléculas de procolageno [98]. A molécula de procolageno
tipo | € formada por duas cadeias alfa-1 (a-1) e uma cadeia alfa-2 (a-2), com
telopeptideos curtos conectados aos propeptideos C e N terminais [3]. Em
seguida, o procolageno tipo | &€ excretado para o meio extracelular por exocitose,
onde as enzimas proteoliticas clivam seus propeptideos C e N terminais,
transformando-o em tropocolageno. Entdo, os tropocolagenos se unem para
formar as fibrilas de colageno, que dao origem as fibras colagenas. O colageno
tipo | € considerado como maduro, por ser um heterotrimero composto por duas
cadeias idénticas a1(l) e uma a2(l); em contraposicdo, o colageno tipo lll,
homotrimero, constituido por trés cadeias a1(lll), € um colageno imaturo,

sintetizado durante os estagios iniciais da cicatrizagao [98].

Ocorre que, segundo o conhecimento atual sobre a patogénese
queloidiana, a deposicaéo excessiva de colageno no sitio da lesdo se da com
desbalanco na producao dos diferentes tipos de colageno, com acumulo de
fibras desorganizadas de colageno dos tipos | e lll, na fase de remodelamento
cicatricial, devido a deposicao excessiva de colageno | [99], a ndo substituicdo
de colageno lll por colageno | e a nao regressao dos vasos sanguineos [8].
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Corroborando alguns desses achados, Silva et al., 2017, mostraram que,
quando coradas histologicamente, as cicatrizes queloidianas apresentaram
aumento do colageno total e revelaram feixes de fibras colagenas mais imaturas
[98] em relacdo a pele circundante, com fibrilas mais finas, abundantes e
densamente organizadas, predominantemente de colageno tipo Il (Col IlI),
entremeadas por algumas regides de feixes espessos, de aspecto vitreo e
eosinofilico, chamados de colageno hialinizado; em oposi¢cao, a pele adjacente
a cicatriz queloidiana continha, mormente, fibras mais espessas, compostas por
colageno tipo | (Col I); o didmetro reduzido das fibrilas colagenas presentes no
queloide sugere a ocorréncia de um processo de agrupamento anormal dessas
fibrilas [19]. Neste contexto, Zhou et al., 2021, defendem que a montagem da
molécula de colageno em um microambiente matricial patolégico acarreta a
formacao de fibrilas imaturas, em parte, por incremento da producado de
proteoglicanos hidrofilicos, que aumentam o conteudo hidrico nessas cicatrizes,

contribuindo para a relatada alteragdo molecular do colageno [19].

No sentido da formacao das fibrilas heterotipicas, sabe-se que o colageno
tipo V (Col V) tem funcado na regulacdo da fibrilogénese. Esta funcao esta
relacionada ao dominio globular amino terminal, que impede, fisicamente, que
uma grande quantidade de colageno tipo |, se agregue as fibrilas. Deste modo,
menores proporgdes de Col V favorecem a formacgéao de fibrilas mais grossas e,
ao contrario, maiores proporgoes de Col V contribuem para a formacao de fibras
mais finas [19].

Outro elemento que parece estar implicado na formacéo das cicatrizes
queloidianas € o Col VI. Este se mostrou em concentragdes elevadas, sobretudo
nos estagios iniciais de desenvolvimento do queloide, com regulacgéao positiva da
expressao de seu gene regulador, que pode ser utilizado como um biomarcador
precoce no processo de fibrose desta doencga [100]. Peltonen et al., 1991 [101],
ja haviam relatado, em seu estudo, que os genes do colageno tipo VI
apresentaram niveis de expressao elevados pelos fibroblastos adjacentes as
células endoteliais neovasculares, nas fases iniciais do processo fibrético

queloidiano.

Com relagéo ao colageno tipo IV, constituinte da membrana basal dermo-

epidérmica, a literatura que o relaciona aos queloides é escassa, e apresenta
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resultados um tanto conflitantes. Limandjaja et al., 2018 [102], apontaram em
seu estudo de modelo de cicatriz in vitro, que correlacionou os genes envolvidos
na deposicdo da membrana basal (laminina a1 (LAMAT), colageno tipo 402
(COL4A2)), adesao célula-matriz e sintese e degradagéo da MEC na derme, que
a expressado de COL4A2 diminuiu com o aumento da gravidade da extenséo da
cicatriz, Ud-Din e Bayat., 2020 [103], relataram que nao ha evidéncia de
alteracao do Col IV na membrana basal das cicatrizes queloidianas, bem como
de injuria significativa desta membrana, o que pode explicar o fato dessas lesbes
nao metastatizarem; ja, Ala-Kokko et al., 1987 [104], em seu estudo sobre a
regulacao da expressao génica em queloides e cultura de fibroblastos obtidos de
biépsias de tecido queloidiano, apontaram que nao houve sintese de mRNA do

procolageno tipo IV pelos fibroblastos queloidianos.

Do mesmo modo que o Col V, o lumican, outra proteina da MEC, também

parece estar envolvida no agrupamento das fibrilas de colageno no queloide [19].

Além desses, outros elementos aparecem como associados a
fibrilogénese do colageno nos queloides, a exemplo dos biglicans e
proteoglicanos presentes na superficie das fibrilas de colageno tipo I, que se
encontra aumentado no tecido queloidiano, mais pronunciadamente em suas
formacgdes nodulares [92], as metaloproteinases (MMPs) meprina a e meprina 3,
pré-colagénicas, responsaveis por realizar a clivagem dos pré-dominios
terminais C e N dos tipos de colageno fibrilares | e I, expressos nos fibroblastos
humanos, garantindo a maturacao do colageno e sua formacao fibrilar [3], as
MMPs 1, 2 e 13, as TIMPs 1 e 2 [8], e moléculas envolvidas na formacgao do
colageno, como a LOX, que se mostrou envolvida na reticulacao das fibrilas de
colageno, para formar fibras de colageno espessadas e densamente

organizadas [19].

1.3.3. Regulagao Epigenética - MicroRNAs e o processo de fibrose tecidual

Em nosso estudo, para além das alteragdes histolégicas e do
microambiente matricial queloidiano ja relatados, procuramos correlaciona-las a
mecanismos epigenéticos possivelmente envolvidos na formacado dessas

cicatrizes patolégicas. Como principais representantes, reguladores de
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processos fibréticos cutdneos e varias outras doencgas, encontram-se o0s
microRNAs (miRs), RNAs nao codificadores de cadeia longa (IncRNAs), e os
RNAs circulares (circRNAs) [26].

Yu et al., 2022, demonstraram, em seu estudo, que os RNAs de cadeia
longa podem estar hiperregulados, promovendo fibrose cuténea, ou
hiporregulados, com supressao desta; estes RNAs néo codificadores regulam os
processos envolvidos nas cicatrizes queloidianas, incluindo a proliferagdo de
fibroblastos, a deposicdo de MEC, a sinalizagédo pela via Wnt, a sinalizagdo Hh
(Hedgehog) e a sinalizacao pelo TGF-B [105]. Ja, os RNAs circulares séo

responsaveis por regular a viabilidade dos fibroblastos queloidianos [21].

MicroRNAs sao RNAs pequenos, nao codificadores, de aproximadamente
22 nucleotideos, capazes de controlar a expressao génica pds-transcricional, por
meio da complementaridade com um RNA mensageiro alvo [106,107]. Eles estao
presentes em quase todas as células eucariéticas [108], e podem se ligar a
centenas de genes, regulando sua expressao [106]. Sdo os RNAs que regulam
negativamente a expressdo de genes alvo, inibindo niveis de translacao
[106,109], ou mesmo iniciando a degradacao do RNA mensageiro (Figura 11)
[83,108].
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Figura 11 - Representacao esquematica do mecanismo de acao do microRNA. Na primeira
etapa da sintese proteica, o DNA que codifica a proteina de interesse é convertido em mRNA
(transcricdo). (A) Na auséncia de miRNA, os transcritos de mRNA sao convertidos em proteina
(traducao). (B) Na presenca de miRNA com complementaridade parcial, quase perfeita, ao mMRNA
de interesse, o miRNA se liga a regido 3' UTR e reprime a tradugao, inibindo a sintese proteica.
(C) Na presenca de miRNA com complementaridade perfeita, acredita-se que a ligagéo do
miRNA a regido 3' UTR iniba a sintese proteica, por meio da indu¢do da degradagdo do mRNA.
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Fonte: Adaptado de Romaine et al., 2015 [110].

MicroRNAs maduros sao produzidos a partir de transcritos de pré-miRs,
pela enzima Dicer; seus genes podem estar em regides intergénicas ou em
introns, e um unico microRNA pode controlar mais de 200 genes-alvo. Cerca de
1/3 dos genes relacionados a processos de proliferacdo, diferenciacao,
desenvolvimento, metabolismo e apoptose celulares sao regulados pelos
microRNAs [108].

Numerosos estudos demonstraram que os microRNAs atuam em varios
processos biolégicos importantes, incluindo crescimento celular, proliferacéao,
diferenciacao e apoptose [106,109]. Previamente, demonstrou-se que, dentre os
genes codificadores de microRNAs humanos, cerca de 50% se localizam em

regides cromossdmicas associadas a tumores [108].
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Muito tem se investigado a respeito da participagdo e mecanismo de agao
desses reguladores epigenéticos, que constituem, na atualidade, uma das
maiores tendéncias de pesquisa em relacdo as cicatrizes queloidianas, com
numerosos estudos existentes na literatura a respeito dos papéis criticos de
varios microRNAs na regulacao do desenvolvimento do queloide [106,109].
Destes, varios artigos mencionam o papel dos microRNAs 21, 29, 203, 34 e 196a

na patogénese desta alteracao cicatricial [2,107,109,111-117].

Shi et al., 2018, relataram que a superexpressdao do miR-203 in vitro
ocasionou um decréscimo significativo na proliferacao, invasao e na producéao
de MEC nos fibroblastos queloidianos, enquanto a inibicdo do miR-203 induziu
resultados opostos [109]. De Felice et al., 2018, apontaram que os fibroblastos
de queloides que apresentam maior expressdo de miR-34 também tém
expressao diferencial de genes envolvidos na via sinalizatéria apoptética, como
0 p53 [107]. Em outro estudo, o miR 196, quando inibido, aumentou a expressao

do colageno dos tipos | e lll nos fibroblastos queloidianos [117].

Com relacao ao miR-29, alguns estudos apontam que este microRNA,
antifibrético, esta suprimido em érgaos fibréticos [112,114]. Ainda, Zhang et al.,
2016, apontaram que os niveis de miR-29a, miR-29b e miR-29¢c se mostraram
reduzidos em fibroblastos queloidianos, em relacdo a fibroblastos saudaveis
[118].

Os microRNAs 141-3p, miR-181a e miR-205 parecem estar regulados
para estimular a proliferagéo e diminuir a apoptose dos fibroblastos derivados de
queloides, aumentando a producao de colageno. Ja, o miR-637 e o miR-1224
tém como alvo a via de sinalizacao TGF-B1/Smad3, inibindo a proliferagao dos

fibroblastos queloidianos e promovendo sua apoptose [111].

Em fibroblastos de cicatrizes queloidianas, os reguladores antifibréticos
miR-200c, miR-92b, miR-1224-5p e miR-133a-3p sdo expressos em niveis
baixos [14]. Por outro lado, a superexpressao do miR-133a-3p inibe o processo
fibrético através da regulacdo negativa do Fator Regulador de Interferon 5
(IRF5), com consequente inibicdo da via de sinalizagcdo do TGF-B/Smad2, além

de promover a apoptose dos fibroblastos e reduzir sua proliferacao [119].
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O miR-424-3p foi considerado, em outro estudo, também como alvo final
de maior relevancia para a progressao desta anomalia cicatricial, atuando no
controle da proliferacao, migracéao e apoptose celular, bem como da deposigéao
de MEC, através da via de sinalizagdo do TGF-$1/ Smad [120].

He et al., 2022, identificaram 15 miRs e 12 mRNAs alvo como potenciais
biomarcadores dos pacientes com queloide; os resultados de RT-gPCR
apontaram regulagao negativa para o miR-29a-3p, miR-92a-3p, e miR-143-3p,
enquanto seus RNAs mensageiros se apresentaram positivamente regulados (p
< 0,05) [106].

Ja, Yin et al, 2022, em seu estudo sobre RNAs nao codificadores,
identificaram e validaram multiplos microRNAs diferenciais em cicatrizes
queloidianas, tais como o miR 202 e o miR-41, estes muito expressos; miR-548
e miR-154, as familias mais contadas de microRNAs; e os microRNAs 21 e 199,

que tém o maior numero de leituras totais [83].

O microRNA-21 foi um dos primeiros RNAs nao codificadores
identificados, apresentando reconhecida fungdo oncogénica, por estimular a
proliferacdo e migracédo celulares e inibir a apoptose, durante o processo
tumorigénico [111]. Esta associado a diversos tipos de céncer, nos quais regula
genes como PTEN, TPM1 e PDCD [116], desempenhando papel relevante na
recorréncia e metastase neoplasica [121]. Além de sua atuacdo em neoplasias,
0 miR-21 encontra-se superexpresso em diferentes condi¢cbes patologicas,
modulando a expresséao proteica ndo apenas em tumores, como o glioblastoma
[108], mas também em processos inflamatérios e imunolégicos. De modo mais
amplo, esse microRNA também esta envolvido na patogénese de doencas
fibréticas, incluindo os queloides, controlando o processo de fibrose em multiplos

orgaos e tecidos por meio da regulacéo de diversas vias de sinalizacao [122].

Em relacdo ao miR-199, este ja foi descrito como participante do
desencadeamento de diversas condigdes patologicas. Este miR se encontra
associado a uma variedade de carcinomas, tanto no papel de promotor, quanto
de inibidor destes tumores [123]. Um estudo revelou que os membros dessa
familia de microRNAs estéao inibidos em tecidos com carcinoma espinocelular da

cabeca e pescocgo [124].
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Renjie et al., 2023, observaram, em seu estudo, que a reducdo da
expressao sérica de miR-199-3p foi associada ao desenvolvimento de diabetes
tipo 2 (DM2) grave e de DM2 associado a doencga cardiaca coronariana, podendo
prever resultados adversos nestes ultimos [125]. Este miR também apresenta
acao antiapoptotica na Sindrome de Sézary [123], uma forma rara e agressiva
de linfoma cutaneo de células T [126], contribuindo para a sobrevivéncia tumoral.
Ainda, na osteoartrite, a regulacdo positiva do miR-199a-3p inibe a resposta

inflamatéria e promove a autofagia nos condrécitos [127].

O miR-199a-5p aparece expresso de modo anormal em diversos tipos de
tumores, envolvido na regulacao, proliferacédo, angiogénese, invasao, metastase
e apoptose destes [111]. Foi relatado que ele atua na inibicdo da proliferacao
celular, migracao e invasao tumorais no cancer testicular [108]; no carcinoma
colorretal, o miR-199a-5p pode inibir a proliferacdo, migracdo e invasao
celulares; no pulmao, este miR inibe a angiogénese em células tumorais nao
pequenas hipdxicas, bem como, no ovario, estimula a apoptose das células
cancerigenas [123]. O miR-199a-5p também pode estimular ou inibir a autofagia
(processo que elimina componentes celulares danificados) induzida por
radiagdo, no cancer de mama, e sua hiporregulacao pode estimular a autofagia
no hepatocarcinoma, aumentando a resisténcia as drogas. Este miR, quando
hiporregulado, pode também contribuir para um desfecho desfavoravel em
pacientes com sarcoma de partes moles [128]. O miR-199a-5p, ainda, regula a
glicolise, o que reforca sua associagcao negativa com quadros de malignidade
[123].

Com relagao ao mecanismo regulatério do miR-199a sobre a apoptose
em algumas doengas neoplasicas, os microRNAs miR-199a-5p/3p promovem

estimulo desse mecanismo em células cancerigenas A549 [123].

O miR-199a-5p e o mMiR-199a-3p foram identificados como estando
inibidos em células de hepatocarcinoma [108]; no cancer de mama altamente
metastatico, a expressdao do miR-199a/b-3p geralmente esta reduzida, o que
esta associado a perda de sua fungado supressora [123]. Por outro lado, no
cancer gastrico, o0 miR-199a esta elevado, sendo responsavel por reduzir a
proteina MAP3K11, uma proteina inibidora tumoral, estimulando o crescimento

e a metastase tumorais [108].
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Hong et al., 2023, demonstraram, em seu estudo, que no cancer gastrico
difuso, além do ja relatado aumento da expressao do miR-199-a, ocorre aumento
do miR-199b, o que foi associado a progressao da doencga, por meio do aumento
da invasao linfovascular, do estagio T avancado e da presenga de metastase
linfonodal [129].

Além das doencgas neoplasicas, o0 miR-199a-5p também foi envolvido no
mecanismo de apoptose de cardiomidcitos, diminuindo esta quando inibido em
situacdes de hipdxia tissular, com efeitos positivos sobre o organismo. Com
relacdo a sua ja relatada atuacao em processos de autofagia, este miR pode
prejudicar a autofagia no coracao, induzindo a hipertrofia miocardica [123]. O
miR-199a-5p atua, igualmente, no processo de diferenciagao de fibroblastos em
miofibroblastos em células endoteliais irradiadas de veia umbilical humana, na
inducao da expressao de colageno tipo | e de a-actina de musculo liso em células
MRC-5 (linhagem de células diploides usada na producao de vacinas e derivada
de fibroblastos isolados de tecido pulmonar de embrido, masculino, com 14
semanas de vida) [130]; também atua em modelos de obstrugcéo ureteral
unilateral, fibrose renal, hepatica e de hipertrofia cardiaca, em ratos [108,111],
sugerindo que a alteracdo deste microRNA pode desencadear um mecanismo
que contribui para o processo de fibrose [111]. Lu et al., 2022, apontaram que,
na osteoartrite, o silenciamento deste microRNA parece promover uma melhora
nas desordens da marcha, além de melhorar a sobrevida dos condrocitos e as
condic¢des do individuo portador desta doenga [131]. Adicionalmente, um estudo
de 2024 realizado em individuos com psoriase, revelou que os niveis do miR-
199a se mostraram inversamente proporcionais ao grau de severidade desta
doenca [132].

Em nosso estudo, daremos énfase para a analise dos microRNAs 21 e

199, por estarem relacionados com a doenc¢a queloidiana.



-69 -

1.3.3.1. Os microRNAs 21 (miR-21) e 199 (miR-199) e sua relagcao com

as cicatrizes queloidianas

O miR-21 é um microRNA policistrénico, cujo gene esta localizado no
cromossomo 17923.2 [122], e ja amplamente estudado em processos cicatriciais
[83] e de contracao da ferida [116].

Grafanaki et al., 2025, citam, em seu estudo, que em cicatrizes
queloidianas, a expressao do microRNA 21 aumenta 2,5 a 4,2 vezes, quando
comparada a pele normal (p < 0.01) [26]. Ja, Wu et al., 2019, mostraram que
este microRNA se encontra aumentado no citoplasma dos tecidos queloidianos,
especialmente nos fibroblastos, mas também na epiderme, estando
hiperregulado cerca de 16,43 vezes em queloides, quando comparado a pele
normal, sendo 4,19 vezes mais expresso em fibroblastos e 9,86 vezes mais

expresso na epiderme queloidiana [133].

A exemplo de outros microRNAs ja citados em queloides, o miR-21 atua
estimulando a proliferacao, migracao [83], e invasdo dos fibroblastos [111], e
diminuindo sua apoptose, com aumento da producao de colageno por estimulo
da via TGFB/SMAD, por meio da qual promove inibicao da expressao da proteina
Smad7 e sofre regulagao positiva pelo TGF-p1 [8,14,115,134]. O TGF-f regula
positivamente varios genes associados a fibrogénese, controlando o processo
de fibrose através de mediadores como Smad2 e Smad3 [122]; a sinalizagcéo
pelo TGFB e o Smad3 atuam de modo importante na transcricao do miR-21,
sendo que as proteinas da familia Smad controlam a maturagéo do pré-miR-21
em miR-21. Neste sentido, enquanto o Smad3 estimula a maturagédo do pré-miR-
21, 0 Smad2 o inibe [122].

Liu et al., 2022, demonstram a existéncia de sitios de ligagéo entre o miR-
21-5p e aregido 3' nao traduzida do gene SMAD7 (SMAD7 3'UTR); os niveis de
SMAD?7 se encontram diminuidos nos tecidos e em fibroblastos queloidianos em
relacao aos tecidos normais, com uma relagao inversamente proporcional entre
miR-21-5p e SMAD7 no queloide. O artigo aponta, ainda, que a transfec¢cédo com
um inibidor especifico do miR-21-5p aumentou a apoptose e reduziu a migragcao
e a invasao dos fibroblastos queloidianos, enquanto a baixa expressao do

SMAD?7 teve o efeito oposto [21]. O miR-21-5p se encontra aumentado, de modo
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significativo, na derme queloidiana, quando comparado a derme normal,
promovendo migracao e autofagia, o que contribui para o desenvolvimento e a
recorréncia do queloide; a inibicado deste microRNA leva a um decréscimo
importante na porcentagem de células autofagia-positivas e aumento da
apoptose nos fibroblastos queloidianos [121]. No nivel proteico, moléculas
mimetizadoras da acao do miR-21 aumentam a expresséao do colageno dos tipos

| e lll, ocorrendo decréscimo destes com moléculas inibidoras deste miR [133].

Além da via TGFB/SMAD, Xilei et al., 2020, demonstraram que o miR-21,
com expressdo aumentada nos fibroblastos queloidianos, pode regular a

proliferacao e a apoptose destes, por meio da via de sinalizagcao P13K/AKT [95].

Outra via ja relatada como envolvida no processo fibrético, a ERK/ MAPK,
também pode ativar outra via de sinalizagao, a NF-kB, inibindo a expressao do
miR-21 [122].

Ademais, o miR-21 modula a expresséao da fosfatase e tensina homoélogo
deletadas no cromossomo 10 (PTEN) [1], suprimindo-a, e a via AKT fosforilada
(p-AKT), ativando-a, o que pode contribuir para a invasao e recorréncia dos
queloides, por meio da indugcdo da transicao epitélio-mesenquimal e da
manutencao das células em estagio indiferenciado. Estes aspectos podem ser
verificados por meio da expressdo de marcadores da transicao epitélio-
mesénquima, vimentina e E-caderina, e da expressao de marcadores de

indiferenciacao celular, o CD44 e a aldeido desidrognase 1 (ALDH1) [111].

Em relagdo ao miR-199, esta familia de microRNAs & composta por 3
membros, o miR-199a-1, miR-199a-2, e o miR-199b, localizados nos
cromossomos humanos 19p13.2, 1924.3, e 9q34.11, respectivamente; além
desses, dois outros microRNAs maduros (o fita-guia e o fita passageira),
derivados de cada pré-microRNA, fazem parte desta familia [124]. O gene
codificador do miR-199a esta localizado no 16°intron do gene DNM2. A maioria
dos microRNAs é processada no citoplasma, pela enzima Dicer, gerando
microRNAs de fita dupla semelhantes a um RNA de interferéncia pequeno
(siRNA), formados por um duplex com dois fragmentos: o microRNA e o

microRNA*, também chamados de -5p e -3p, respectivamente [108].
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Neste ambito, Wu et al., 2014, revelaram que a taxa de proliferacao (Fase
G1) de fibroblastos derivados de queloides diminuiu, e a porcentagem de
fibroblastos em fases S e G2/M aumentou, ap6s a transfeccao de moléculas que
mimetizam o miR-199, sugerindo que o miR199a-5p pode inibir a proliferagcéo de
fibroblastos queloidianos; deste modo, este estudo supds que a regulacao
negativa deste microRNA pode inibir a apoptose e estimular o desenvolvimento
das cicatrizes queloidianas, o que pode ser mediado por alteragdes no ciclo
celular [108]; esta inibicao do miR199a-5p em queloides foi confirmada por RT-
gPCR, e o restabelecimento de sua expressado inibiu a proliferacdo dos
fibroblastos [116]. Corroborando estes achados, Duan et al., 2020, apontaram a
inibicao deste microRNA em cicatrizes queloidianas, levando a conclusao de que
este pode reduzir a expressdo dos genes envolvidos na proliferacdo dos
fibroblastos, através da regulacao do ciclo celular [95]. Outro estudo demonstrou
que o fator induzivel por hipéxia 1 alfa (HIF1A), fator este relacionado com a

cicatrizagao anormal, parece ser um possivel alvo do miR-199 [83].

Embora existam varios estudos que associam a familia miR-199a a
queloides, as buscas na literatura mundial revelaram que estes estudos tratam,
principalmente, do papel da cadeia -5p (miR-199a-5p) nesta condigédo

patolégica.

No contexto da fibrose, miR-199a-3p tende a agir como pro-fibrético em
varios modelos de fibrose, mas o comportamento & fortemente dependente do

tecido e do contexto experimental.

Yang et al., 2020, relataram, em seu estudo, aumento da expressao deste
miR durante a ativacdo de células hepaticas estreladas in vitro e durante a
fibrogénese hepatica, por meio da ativacao da via de sinalizacdo do TGF-3 [135].
Em contraposi¢cao, Choi et al., 2024, apontaram, em estudo com modelo
experimental de fibrose hepatica em ratos, a acao antifibrética deste miR, por
meio da regulacao negativa da quinase 17 dependente de ciclina (CDK17) [136].
Liu et al., 2025, por sua vez, revelaram em modelos com ratos, in vitro e in vivo,
que a expressao aumentada do miR-199a-3p exacerba a fibrose e a

degeneracao do disco intervertebral [137].
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Em queloides, a fungdo do miR-199a-3p permanece indeterminada, por
falta de estudos funcionais especificos, de modo que néo ha, ainda, consenso e,
tampouco, estudos funcionais robustos que definam o miR-199a-3p como pré-
ou antifibrético nesta doenca. Estudos relevantes, como demonstrado, vém de
outros 6rgaos fibrosados, e fornecem alvos e mecanismos testaveis para
queloide, de modo que sua investigagcdo na patogénese queloidiana € de

especial interesse no presente estudo.

1.4. Justificativa do estudo

As cicatrizes queloidianas trazem grande impacto negativo, do ponto de
vista funcional e estético, aos seus portadores e, apesar de terem carater
benigno e, portanto, ndo metastatizarem, exibem caracteristicas similares a
tumores, incluindo suscetibilidade genética, proliferacdo descontrolada com
padrao de crescimento agressivo, resisténcia ao tratamento e altas taxas de
recorréncia, podendo eleva-los a outra condicdo, que ndo somente a de meras

cicatrizes [6].

Estima-se que, todos os anos, cerca de 100 milhdes de pessoas
desenvolvam novas cicatrizes, das quais, aproximadamente 10% evoluem para
queloides. Do ponto de vista genético, existe uma predisposicdo para esta
doenca em povos de origem africana subsaariana. A prevaléncia desta condicao,
relatada na Inglaterra, no Japao, no Quénia, na Zambia e no Zaire foram,
respectivamente, 0.09 %, 0.10 %, 8.50 %, 9 % e 16 %, com prevaléncia de 4,5
a 16% em populagdes hispanicas e afro-americanas. Algumas evidéncias
apontam maior predisposicdo em mulheres e, em relacdo a idade de
acometimento, a maior parte ocorre em adolescentes ou adultos jovens, com

menor incidéncia em bebés e em criangas pequenas [6].

Os estudos sobre qualidade de vida relacionada a saude (QVRS) em
pessoas com cicatrizes queloidianas evidenciam que essa condicao afeta, de
forma significativa, o bem-estar emocional e psicolégico dos pacientes
[22,23,138]. Sintomas como prurido, dor e limitagcdo de movimentos sao os
principais fatores que comprometem a qualidade de vida, muitas vezes em grau

comparavel ao impacto de doengas graves como psoriase, artrite e cancer [22].
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Além dos aspectos funcionais, as alteracdes estéticas e emocionais decorrentes
desta condicao também contribuem para o sofrimento psicologico [22,138]. A
recorréncia dos queloides, sua gravidade e a presenca de hiperpigmentacao,
estas duas ultimas mais comuns em individuos de pele nao branca, estao
associadas a uma pior percepgao de qualidade de vida [14,23]. Em conjunto,
esses aspectos reforcam a necessidade de abordagens terapéuticas que
considerem nao apenas o tratamento fisico das lesdées, mas também o apoio

emocional e psicossocial aos pacientes.

Embora as cicatrizes queloidianas venham, ha muito tempo, sendo
estudadas sob diversos aspectos, e sua complexa patogénese tenha sido
relacionada a multiplos fatores, incluindo inflamagéo crénica, fatores
autoimunes, vasculares e genéticos [19], ainda existem muitos pontos obscuros
sobre sua etiopatogenia. Isso impacta diretamente as alternativas terapéuticas
existentes, que nao sado capazes de curar e, tampouco, controlar de modo efetivo

a sua progressao.

Neste ambito, muito tem sido estudado sobre o papel da MEC e de seu
microambiente em inumeras doencgas. Sabe-se que a MEC desempenha papel
essencial na estrutura e funcao dos tecidos, participando de processos como
adesao, proliferagao, diferenciacao e sobrevivéncia celular [44,45]. Longe de ser
apenas uma substéncia de sustentacdo, a MEC atua ativamente na
comunicacao celular, por meio de sinais bioquimicos e mecanicos, influenciando
tanto condigbes fisiologicas quanto patolégicas, como cicatrizagao, fibrose e
cancer [44,45]. Entre seus componentes, o colageno é o principal elemento
estrutural, responsavel por manter a integridade, resisténcia e funcionalidade da
pele, além de participar da sinalizagao celular [37,44,62]. Diante disso, o estudo
do colageno em cicatrizes queloidianas é fundamental, pois alteracées em sua
producdo, organizacdao e remodelamento estdo diretamente relacionadas a
formagéo anormal do tecido cicatricial e ao desenvolvimento do fenétipo fibroso
caracteristico dos queloides [8,19]. Assim, compreender o papel do colageno
nesse contexto pode contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na doenca e, consequentemente, para novas

abordagens terapéuticas.
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De fundamental importancia, torna-se, entdo, a investigacdo das
alteracdes do colageno dos tipos I, Il e V, principais tipos de colageno fibrilares
na pele humana. Os dois primeiros (I e lll) sdo os mais abundantes no corpo
humano [11,58]; ja o colageno tipo V, embora ocorra em menor proporcao,
compreendendo por volta de 4 a 5% do colageno da matriz dérmica [33],
desempenha papel de extrema importancia, sendo crucial, sobretudo, nos
processos de proliferacdo e reparagao tecidual, por meio de nucleagcdo e
fibrilacdo do colageno dos tipos | e Ill [37,69], regulando o diametro fibrilar e,
também, induzindo a proliferagéo dos fibroblastos dérmicos. Assim, alteragcbes
nesses tipos de colageno, com consequente disfungdo no remodelamento da
matriz extracelular em individuos predispostos ao desenvolvimento de cicatrizes
queloidianas, promove altera¢des morfolégicas no tecido cuténeo que, em ultima
insténcia, confere as caracteristicas clinico-patolégicas da doenca. Neste
contexto, apesar de ja se conhecer a estrutura das alteragdes presentes nessas
cicatrizes, desconhece-se o efeito do remodelamento da matriz fibrilar no
fenétipo dos diferentes compartimentos dérmicos. Portanto, o estabelecimento
de escores histologicos que possam avaliar a heterogeneidade queloidiana,
através da correlacdo entre a morfologia tecidual (dada, por exemplo, pela
organizagao, espessura e hialinizagao das fibras), fungao biolégica dos tipos de
colageno e aspectos moleculares seriam ferramentas de grande valia na
avaliacao dos queloides, auxiliando no entendimento sobre atividade fibrogénica

e maturacgao do tecido acometido.

Igualmente, a investigacdo dos mecanismos regulatérios epigenéticos
deste processo patoldgico sdo importantes, proporcionando, assim, mais um
passo no conhecimento da patogénese das cicatrizes queloidianas. Neste
cenario, os microRNAs, RNAs de cadeia curta ndo codificadores, desempenham
papel crucial, uma vez serem capazes de controlar a expressao génica pos-
transcricional através da complementaridade com um RNA mensageiro alvo
[106,107]. Esta propriedade lhes permite atuar em varios processos biolégicos
importantes, incluindo crescimento celular, proliferacdo, diferenciacdo e
apoptose [106,109].

Embora nas cicatrizes queloidianas, diversos microRNAs tenham sido
descritos como associados a essa condicao patologica, por meio de sua



-75 -

promocao ou inibicao [8,14,83,108,111,115,116,122,134,139], em nosso estudo,
este mecanismo regulatério foi investigado por meio da correlagdo entre a
sintese proteica colagénica e os microRNAs 21 e 199, envolvidos em diversas

condic¢des clinicas patolégicas, dentre as quais, as doencas fibréticas.

O miR-21 destaca-se como um importante regulador pré-fibrético e
oncogénico, amplamente descrito em diversos tipos de neoplasias e em doencgas
caracterizadas por remodelamento tecidual [108,140]. Sua superexpressao esta
associada a estimulagdo da proliferacdo e migracao celulares, bem como a
inibicdo da apoptose, mecanismos que favorecem tanto a tumorigénese quanto
a fibrose [111,122]. Em tecidos como coracgao, pulmdes, figado e pele, o miR-21
modula multiplas vias de sinalizagcao relacionadas ao acumulo de matriz
extracelular [122]. De modo similar, nos queloides, esta molécula esta

intimamente associada ao desencadeamento da fibrose.

Por outro lado, o miR-199 apresenta comportamento funcional variavel,
atuando ora como supressor, ora como promotor de processos neoplasicos e
fibréticos, a depender do contexto tecidual [108,111,123,128]. Em modelos
experimentais de fibrose renal e hepatica, alteragcbes em sua expresséo
demonstraram potencial influéncia na ativacdo de mecanismos pro-fibréticos
[111]. Estudos preliminares sugerem que o miR-199a-5p possa exercer um efeito
anti-fibrético em queloides, uma vez que sua hiporregulacao esta associada a
maior proliferacdo de fibroblastos e acumulo de matriz extracelular nesses
tecidos [108,116,139]. No entanto, em relagdo ao miR-199a-3p, molécula
investigada em nosso estudo, faltam dados a respeito de sua atuagcdo na
patogénese queloidiana. Este miR, além de outros processos patoldgicos,
participa do mecanismo de desencadeamento de doencas fibréticas, com
algumas evidéncias relatadas na literatura. Choi et al., 2024, observaram em
tecido hepatico de camundongo TAA e células estreladas hepaticas humanas
ativadas in vitro, que um mimético de miR-199a reduz a fibrose por meio da
inibicao da ativagéao e proliferacado de destas células estreladas, tendo como alvo
funcional o gene CDK17 (Quinase 17 dependente de ciclina), hiporregulando-o
[136]. Wu et al., 2025, relatam que, em seu estudo prévio, foi demonstrado que
0 miR-199a-3p, assim como o miR-199a-5p promovem hipertrofia cardiaca e
fibrose neste 6rgao [141].
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Assim, ao se considerar os compartimentos histolégicos da cicatriz
queloidiana e os padrbes de expressao dos microRNAs miR-21 e miR-199,
nosso estudo possibilita discutir alguns mecanismos moleculares que,
possivelmente, participam da regulacédo da fibrilogénese dérmica. Ainda, esta
analise morfo-molecular pode revelar um gradiente de remodelamento dérmico,
refletindo diferentes estagios de maturacdo da lesdo queloidiana. Em ultima
instancia, este estudo pode oferecer aprendizados valiosos para a clinica, dentre
0s quais, permitir a estratificacdo de queloides com base em seu “estado”
biolégico, identificar biomarcadores prognésticos ou de atividade, e apoiar o

desenvolvimento de terapias dirigidas.
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OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1. Objetivo geral

Investigar, em lesdes queloidianas, a organizagao das fibras de colageno

nos diferentes compartimentos dérmicos e o perfil molecular relacionado ao

colageno e aos microRNAs, a fim de compreender os mecanismos de

remodelamento dérmico e de fibrogénese envolvidos na formacgao do queloide.

2.2. Objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Caracterizar, de forma qualitativa e quantitativa, a presenca de células
mesenquimais, o grau de vascularizagao, as alteragdes epidérmicas e o
infiltrado inflamatério em lesbes queloidianas, utilizando escores
histolégicos.

Avaliar, qualitativa e quantitativamente, a organizagcao, a espessura € o
grau de hialinizacao das fibras colagenas, por meio de escores histolégicos.
Determinar a expressao proteica do colageno dos tipos I, lll e V nas regides
papilar e reticular da derme de queloides, utilizando imunofluorescéncia e
histomorfometria .

Quantificar a expressao génica do colageno dos tipos |, lll e V por RT-qPCR
e correlaciona-la com os escores morfolégicos obtidos.

Analisar e quantificar a expressao dos microRNAs miR-21-5p e miR-199a-
3p por RT-PCR nas lesbes queloidianas e correlaciona-la com os escores
morfolégicos.

Integrar os achados morfolégicos, moleculares e funcionais para propor um
modelo conceitual de remodelamento dérmico e discutir suas implicagdes

para o desenvolvimento de terapias antifibréticas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local e periodo do estudo

O estudo foi conduzido no Laboratério de Matriz Extracelular da Disciplina
de Reumatologia (LIM17) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, entre janeiro de 2020 e dezembro de 2025. Todos os procedimentos
laboratoriais seguiram normas de biosseguranca do LIM17, garantindo

padronizacao e reprodutibilidade das analises.

3.2. Aspectos éticos

O estudo utilizou tecido cutdneo humano obtido de procedimentos
cirargicos eletivos, previamente autorizados. O protocolo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da FMUSP (parecer n°
3.801.459), de acordo com a Declaragao de Helsinque. Todos os participantes
assinaram consentimento informado, com informac¢des detalhadas sobre
objetivos, procedimentos, riscos e confidencialidade. O armazenamento do
material biol6gico seguiu a Resolucao CNS n° 441/2011, garantindo seguranca,
rastreabilidade e protegcdo do paciente. Qualquer uso futuro do material

dependera de nova aprovacgao etica.

3.3. Selecao de pacientes

Foram incluidos 20 pacientes com cicatrizes queloidianas, atendidos nos
ambulatérios de cirurgia plastica da FMUSP e do Centro Hospitalar de Santo
André (SP). O grupo controle foi constituido por 6 amostras de pele saudavel
provenientes de pacientes submetidos a cirurgias plasticas estéticas

(mamoplastia e abdominoplastia), sem histérico de cicatrizes hiperproliferativas.
Critérios de inclusao:

e |dade entre 15 e 60 anos;
e Auséncia de corticoterapia ou tratamentos imunomoduladores nos ultimos
seis meses;

e Auséncia de doengas autoimunes ou imunossupressoras;
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e Consentimento informado assinado.

Classificagao das cicatrizes: O Japan Scar Scale., 2020 foi utilizado
para diferenciar cicatrizes maduras, hipertréficas e queloidianas, permitindo

padronizacao na estratificacao clinica [142]

3.4. Coleta e processamento do tecido

Apds anestesia locorregional com xilocaina 2% associada a
vasoconstritor (cloridrato de lidocaina e epinefrina), foram obtidos fragmentos
periféricos de 34 mm de didametro dos queloides, utilizando punch
dermatoldgico. A escolha da regido periférica visa capturar tecido com maior
atividade celular e remodelamento extracelular, representativo da progressao do
queloide. Os fragmentos coletados foram imersos em formol 10% tamponado
durante aproximadamente 24 horas, para posterior analise histoldgica. Para as
analises moleculares, fragmentos foram imersos em nitrogénio liquido e

mantidos a -70°C.

3.5. Avaliacao Histoldgica

Para a avaliagdo morfolégica, as amostras embebidas em parafina foram
cortadas em micrétomo, numa espessura de 3-4 um, e coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E) e Tricrdbmico de Masson. A coloracao de
Hematoxilina e Eosina foi empregada para a avaliacao da arquitetura tecidual,
permitindo a observagédo da epiderme, derme papilar e reticular, bem como da
presenca e distribuicdo de fibroblastos, vasos sanguineos e infiltrado
inflamatorio. A coloracdo de Tricrbmico de Masson foi utilizada para a
identificacdo e caracterizacdo das fibras colagenas, possibilitando distinguir
colageno maduro de fibras em remodelamento, além de permitir a analise da
densidade e organizagdo da matriz extracelular. As ldminas histolégicas foram
escaneadas, utilizando o scanner Pannoramic 250 (3DHistech, Budapeste,
Hungria), sob ampliacao de 40x. Para analise, foi utilizado o software SlideViewer
(3DHistotech, Budapeste, Hungria), o qual permitiu a avaliagdo morfologica de
alta resolugdo e a montagem dos painéis ilustrativos empregados na

documentacao dos achados histologicos.
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3.5.1. Escore Histolégico Semiquantitativo

Foi empregado um escore histologico semiquantitativo, adaptado do
Keloid—-Hypertrophic Scar (KHS) Score, originalmente descrito por Lee et al.,
2004, para a distingao entre cicatrizes queloidianas e hipertroficas [143]. No
presente estudo, essa adaptacao foi denominada Keloid Histologic Scar (KHS)
Score. A andlise foi conduzida por dois observadores independentes, sem
conhecimento prévio dos casos, assegurando a reprodutibilidade e a
imparcialidade na interpretacdo dos resultados. A avaliacdo histolégica
considerou parametros morfoldgicos relacionados a arquitetura epidérmica e
dérmica, incluindo: (i) espessura epidérmica, relagcdo derme/epiderme e a
integridade da jungcao dermoepidérmica; (ii) organizagao, orientacao e densidade
das fibras colagenas, bem como o grau de fibrilacdo e a presenca de
hialinizacao; (iii) celularidade, com énfase na presenca de fibroblastos e
miofibroblastos; (iv) padrdo de vascularizagdo e indicios de angiogénese; (v)

intensidade e distribuicao do infiltrado inflamatério.

Com base nesses parametros, cada amostra foi classificada em trés graus

de comprometimento dérmico:

e Grau 1: caracteristicas compativeis com pele normal, sem alteragdes
estruturais significativas;

¢ Grau 2: desorganizacao moderada da matriz colagena, associada a discreto
aumento da celularidade;

¢ Grau 3: acometimento maximo, caracterizado por espessamento acentuado

da derme reticular, presenca de nédulos de colageno e hialinizagao intensa.

Para facilitar a compreensao e garantir a padronizagdo da avaliagao,
foram incluidas imagens representativas dos diferentes graus do KHS Score.
Essas imagens ilustram a progressdo das alteragdes estruturais observadas,
incluindo variagbes na organizacao e densidade das fibras colagenas, no grau
de celularidade, na presenca de hialinizagdo, bem como nas alteracbes
epidérmicas, padrao de vascularizacao e intensidade do infiltrado inflamatério.
As imagens utilizadas auxiliaram na orientacao da classificacao semiquantitativa
aplicada aos cortes histologicos deste estudo (Figuras 12A e 12B). Ainda, a
aplicacdo do KHS Score possibilitou correlacionar os achados histolégicos, os
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perfis de expressao dos biomarcadores moleculares e as caracteristicas clinicas
dos pacientes, favorecendo uma abordagem integrada entre histologia e biologia

molecular.

Figura 12A - Representacao histologica dos critérios morfolégicos utilizados para a
atribuicao dos escores de epiderme, vascularizagao e inflamacao na pele. Cortes corados
com hematoxilina e eosina (HE). Epiderme: grau 1 — epiderme fina e regular (setas); Grau 2 —
discreta acantose e irregularidade da camada espinhosa (*); Grau 3 — acantose acentuada e
desorganizacéo epidérmica (#).Vasculariza¢io: grau 1 — niumero reduzido de vasos na derme
(cabeca de seta); Grau 2 — discreto aumento da vascularizacdo (setas duplas); Grau 3 —aumento
evidente de vasos e congestédo vascular (seta cheia). Inflamagéio: grau 1 — infiltrado inflamatorio
leve e focal; Grau 2 — infiltrado moderado, difuso; Grau 3 — infiltrado inflamatério intenso e denso,
com formagéao de agregados celulares (estrela). Escalas: 100 um (epiderme e vascularizagdo) e
50 ym (inflamacgao).
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Figura 12B - Representacao histolégica dos critérios morfolégicos utilizados para a
atribuicao dos escores de organizagao, espessura, hialinizacao e celularidade da derme
em cortes corados com Tricromico de Masson. Organizagio: grau 1 — fibras colagenas
frouxas e bem organizadas (*); grau 2 — leve desorganizagéo e compactagéo parcial das fibras
(#); Grau 3 — intensa desorganizagéo e deposi¢cado compacta de colageno (&).Espessura: Grau 1
— derme delgada e com feixes colagenos finos (**); Grau 2 — aumento moderado da espessura
dérmica (##); Grau 3 - espessamento acentuado com feixes colagenos densos
(&&).Hialinizacio: grau 1 — auséncia de hialinizagdo (***); Grau 2 — areas focais de hialinizagao
(##4#);, Grau 3 — extensa hialinizagéo da matriz colagena (&&4&). Escalas: 50 um.
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3.6. Imunomarcacao para Colageno

3.6.1. Imunofluorescéncia para Colageno tipos |, llle V

Para imunomarcacgéo do colageno, os cortes histolégicos foram aderidos
em laminas, previamente tratadas com 3-aminopropiltriethoxy Silano (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). A reacao foi iniciada pela desparafinizacao
dos cortes, por meio da imersao das laminas em xilol aquecido a 60°C, por 30
minutos, seguida de dois banhos de 10 minutos em xilol, a temperatura
ambiente. A reidratacdo dos cortes foi realizada por sucessivas lavagens em
alcool etilico em concentracdes decrescentes (100%-75%), seguida de lavagem
com agua corrente por 10 minutos, agua destilada e PBS por 15 minutos. Para
a exposicao e recuperacao de sitios antigénicos, os cortes foram submetidos a
digestao enzimatica com pepsina gastrica de porco (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) 8mg/mL, diluida em acido acético 0,5N, pH 2,2 por 30 minutos,
a 37°C, método escolhido por sua eficiéncia na preservagédo da integridade
estrutural das fibras colagenas. Apos a recuperagao antigénica, os cortes foram
submetidos a um ciclo de trés lavagens com PBS, por 10 minutos. Para bloqueio
de sitios inespecificos, os cortes foram incubados com BSA 5% diluido em PBS,
durante 30 minutos. Posteriormente, os cortes foram incubados, por uma noite,
a 4°C, com anticorpos primarios especificos para colageno dos tipos I, lll e V
(conforme Tabela 1), diluidos em PBS. Apds esse periodo, os cortes foram
submetidos a um ciclo de lavagens com PBS Tween20 0,05%, por trés vezes de
10 minutos, e incubados por 60 minutos, a temperatura ambiente, com o
anticorpo de cabra anti-lgG de coelho (Alexa Fluor 488, Invitrogen, Life
Technology), diluido 1:200 em azul de Evans 0,006%. Os cortes foram
novamente lavados com PBS Tween20 0,05%, e as laminas montadas com
glicerina em PBS (v/v), para a analise no microscépio de fluorescéncia Olympus
BX51 (Olympus Co, Tokyo, Japan). A utilizacdo deste protocolo garantiu alta
especificidade e preservacdo morfolégica das fibras colagenas, permitindo

analises qualitativas e semiquantitativas confiaveis.
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Tabela 1 - Anticorpos primarios utilizados nos estudos de imunofluorescéncia

Anticorpo Primario Especificagao Diluicao

Coll Anticorpo policlonal de 1:1000
coelho anti-colageno |
(600-401-103-0.5)
(Rockland, Limerick,
PA, USA)

Col lll Anticorpo policlonal de 1:200
coelho anti-colageno llI
(600-401-105-0.5)

(Rockland, Limerick,

PA, USA)

Col V Anticorpo policlonal de 1:7000
coelho anti-colageno V
(Sigma Chemical Co.
St. Louis, Missouri,
EUA)

3.6.2. Aquisicao e Analise das Imagens de Imunofluorescéncia

As laminas imunomarcadas com os tipos de colageno foram analisadas
em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-51) e quantificadas por um
sistema de analise de imagem. O sistema que foi utilizado consiste em uma
camera Olympus DP75, acoplada a um microscépio Olympus, e as imagens
foram processadas pelo software CellSens (Olympus Co.). As amostras foram
analisadas sem conhecimento prévio dos casos, sendo selecionados 10 campos
nao-coincidentes, num aumento de 400x, distinguindo-se a derme papilar da
derme reticular (=300 um da juncao dermoepidérmica, em concordancia com a
literatura, que descreve a espessura do estrato dérmico papilar como sendo de
300—400 ym, em humanos, dependendo da idade e da regido anatémica (Ganier
et al., 2022)). A area total do tecido analisado em cada campo foi medida pelo
software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Rockville, MD, EUA), através
da selecao da tonalidade verde fluorescente. A area imunomarcada foi dividida
pela area total de tecido analisado e o resultado expresso em porcentagem
(Figura 13), permitindo comparagdes entre grupos estudados e a correlagéo

com o escore histoldégico semiquantitativo. Este procedimento assegurou uma
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avaliagdo precisa e padronizada da distribuicdo e abundancia relativa do
colageno dos tipos |, lll e V, integrando informag¢des morfolégicas e moleculares

das cicatrizes estudadas.

Figura 13 - Quantificacao das fibras de colageno pela imunofluorescéncia. Selegéo da
tonalidade verde fluorescente, utilizando os recursos de densidade colorimétrica do software
Image-Pro Plus 6.0.
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3.7. Expressao Génica

3.7.1. Extracao de RNA total

Apobs a coleta, cerca de 30mg do tecido queloidiano e dos controles foram
imediatamente imersos em nitrogénio liquido, em tubos de criopreservacao. Em
seguida, as amostras foram armazenadas em um freezer a -70°C até os
procedimentos de analise. Para a extracao de RNA total incluindo os microRNAs
foi utilizado o kit mirVana™ miRNA Isolation (AM 1560- Life Technologies -

Thermofisher Scientific, CA, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Os tecidos queloidiano e dos controles foram pulverizados, ainda

congelados, para a devida fragmentacdo. Ap6s esta etapa, cada tecido
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pulverizado foi colocado em um tubo estéril contendo 300 pL da solugéo de lise
e homogeneizado nesta solucao por agitador. Em seguida, foi acrescentado 30
ML do aditivo que potencializa os miRs, correspondendo a 10% do tecido lisado
e, apods adicao, a mistura foi homogeneizada e incubada por 10 minutos no gelo.
Em seguida, foi adicionado ao lisado, o volume de 300 pL da solugéo fenol-
cloroférmio, homogeneizado por 60 segundos e centrifugado por 20 minutos a
10.000x g, em temperatura ambiente, para separacdo das fases organica e
aquosa. Apos a centrifugacéo, a fase aquosa contendo o RNA total, incluindo os
microRNAs, foi removida, cuidadosamente, para um novo tubo estéril, e
acrescentado 375 pL (1,25x volume inicial do lisado) do etanol PA e, apés, a
mistura do lisado foi transferida para a coluna de purificacao e centrifugado por
15 segundos a 10.000x g, em temperatura ambiente. Decorrida a centrifugacao,
foi descartado o sobrenadante, seguindo com as etapas de sucessivas lavagens,
adicionando 700 uL da solucéo de lavagem 1 (Wash Solution 1) e centrifugacao
por 15 segundos a 10.000x g. Em seguida, foi descartado o sobrenadante e
acrescentado 500 uL da solugéo de lavagem 2/3, seguida de centrifugacao por
15 segundos a 10.000x g, descartando o sobrenadante; decorrida a ultima

lavagem, a coluna foi centrifugada novamente, para remover o residuo do etanol.

Finalizada a etapa anterior, a coluna de purificagao foi inserida em um
novo tubo estéril e eluida com 60 UL de solugao eluente, que foi aquecida a 95°C.
As amostras de RNA total, incluindo os miRs, foram armazenadas em freezer -

70°C, até o momento do uso.

3.7.2. Avaliagcao da concentragao e grau de pureza das amostras

Em relacdo a avaliagéo da qualidade e pureza do RNA total, incluindo os
miRs, as amostras foram avaliadas em Nanodrop ND 2000 (Thermofisher
Scientific) e foram obtidos os valores de R260/280= (1,8-2,0) e R260/230= (1,7-
2,0).
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O RNA total de cada amostra foi submetido a Transcricdo Reversa, de

acordo com o Protocolo do fabricante (Thermofisher- Applied Biosystems, CA,
EUA) TagMan® MicroRNA Assays Protocol, (conforme Tabela 2):

Tabela 2 - Componentes utilizados na reagcio de transcricio reversa e seus

respectivos volumes.

Componentes Mix (volume/ pL)

100mM dNTPs
MultiScribe™ Reverse

Transcriptase (50U/uL)

10X Reverse Transcription
Buffer
RNase Inhibtor (20U/ pL)

Nuclease-free water

Total

0.15
1.00

1.50

0.19
4.16
7.00

Areacao de RT para cada amostra foi processada com volume final de 15

ML, consistindo em 7 uL do MIX, 3 uL de primer de cada ensaio especifico e 5 uL

da amostra de RNA. Esta reacao foi processada em tubos de 0,2mL estéreis,

tendo sido incubados no gelo por 5 minutos e, em seguida, seguiu-se com o

protocolo de ciclagem no Termociclador Veriti (Thermofisher- Applied

Biosystems- CA, EUA), conforme descrito na Tabela 3:

Tabela 3 - Protocolo de ciclagem das amostras de MIX, primer e RNA para a reacao de RT.

Estagio Temperatura
40 ciclos 16°C
42°C
50°C
Hold 85°C

Hold 4°C

Tempo

2 min

1 min

1 seg

5 min
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3.7.4. Reacao PCR em Tempo Real (RT-qPCR)

A reacao PCR foi realizada com objetivo de detectar e quantificar os
microRNAs das amostras. Os ensaios (alvos /enddégeno) avaliados no estudo,

se encontram na Tabela 4 abaixo:

Tabela 4 - Ensaios (alvos /endégenos) do estudo.

miRNA Assay ID

hsa-miR-21-5p 000397 4427975
hsa- miR-199a-3p 002304 4427975
U6SnRNA 001973 4427975

Esta reacéao foi realizada com concentracao final de 10ng e volume final

de 20 pL, consistindo dos seguintes componentes, listados na Tabela 5:

Tabela 5 - Componentes utilizados para a reagao da PCR e seus respectivos volumes.

Componentes Volume (pL)
TagMan MicroRNA Assay (20X) 1.0
Produto RT (cDNA) diluido 1/20 1.5
TagMan 2X MMIX Universal 10
Agua livre de Nucleases 7.5
Volume Total 20

Ainda, a reacdo RT-gPCR foi processada em Termociclador
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystem — Thermofisher
Scientific — CA, EUA), com 40 ciclos de reagéo (conforme a Tabela 6):
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Tabela 6 - Protocolo de processamento da reagao RT-qPCR.

Estagio Hold Denaturacao Anelamento/Extensao
Tempo 10 min 15 seg 60 seg
Temperatura (°C) 95 95 60

3.7.5. Metodologia RT (Transcricao Reversa) - mRNA (cDNA)

O RNA total de cada amostra foi submetido a transcrigdo reversa para a
sintese de cDNA (acido desoxirribonucléico complementar). A partir de 2ug de
RNA total, as amostras foram reversamente transcritas em cDNA, em
termociclador, utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, Foster City - CA, EUA), otimizado para a sintese de cDNA
de primeira fita, a partir de RNA total; para esta reacdo utilizou-se os

componentes presentes na tabela abaixo (Tabela 7):

Tabela 7 - Componentes utilizados na reagcido de transcricdo reversa e seus
respectivos volumes.

Componentes Mix (volume/ uL)
10X RT Buffer 2,0
25X dNTP (100mM) 0,8
10X RT Random Primer 2,0
Multiscribe RT 1,0
Agua livre de Nucleases 4,2
Total 10,0
Volume RNA 10,0
Volume final 20,0

Apbs a Reacao de Transcricdo Reversa, o cDNA obtido foi armazenado
em freezer a - 20 °C, até o momento do uso para a Reacao de PCR em Tempo
Real (RT-gPCR.
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3.7.6. Analise da expressao génica por RT-qPCR

Para a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real por transcriptase
reversa (RT-gPCR), foram selecionados os seguintes genes de interesse:
COL1A1 (cadeia a1 do Col I), COL3A1 (cadeia a1 do Col Ill), COL5A1 (cadeia
a1 do Col V) e COL5A2 (cadeia a2 do Col V). As sequéncias dos genes foram
adquiridas no site www.ncbi.nem.nih.gov/nucleotide (Tabela 8). As expressodes
dos genes foram avaliadas por RT-gPCR, executadas em placas de 96 pocos,
utilizando-se o StepOnePlus (Applied Biosystems) e o kit Platinum® SYBR®
Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen Life Technologies Co.) (Tabela 9).

Todas as reagdes foram acompanhadas de um controle negativo (todos
os reagentes, exceto a amostra). A expressao diferencial dos transcritos alvos foi
determinada através do método de quantificagao relativa, em relagédo a um gene
de referéncia utilizado como controle endégeno. Para esse fim, foi testado
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). As rea¢des de RT-gPCR foram
padronizadas para encontrar a melhor temperatura de anelamento para cada
gene em estudo, permitindo a identificagcdo de um unico pico de fluorescéncia

para cada gene das amostras analisadas.

Tabela 8 - Relagao das sequéncias de oligonucleotideos estudados, por RT-qPCR

Gene Sequéncia Sentido

GAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC SENSE 3-5’
GCCAATACGACCAAATCC ANTISENSE 5- %

COL1A1 TGGGATGGAGGGAGTTTACA SENSE 3-5
AACACGCGCTTCACCTACAG ANTISENSE 5- %

COL3A1 GATGGGGTCAAATGAAGGTG SENSE 3-5
TGATCAGGACCACCAATGTC ANTISENSE 5- 3

COL5A1 GTGGCACAGAATTGCTCTCA SENSE 3-5
TCACCCTCAAACAACTCCTC ANTISENSE 5- 3

COL5A2 TTGATGGTGGTGCTCATTGT SENSE 3-5’

GGAAATGTGGGCAAGACTGT ANTISENSE 5- 3’
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Tabela 9 - Componentes utilizados para a reagao qRT-PCR e seus respectivos volumes

Componentes Mix (volume / pL)
SYBR Green (qPCR- SuperMix) 10,0
ROX 0,2
Agua livre de Nucleases 6,8
Primer S 10pMol 1,0
Primer R 10pMol 1,0
cDNA 1,0
Volume final da reagao 20,0

A expresséao diferencial dos genes de interesse foi determinada utilizando
o método de calculo do Delta Ct (ACt), que corresponde ao numero de Ct (Cycle
Threshold) do gene de interesse normalizado pelo Ct do gene de controle
endégeno Gapdh, através da férmula matematica: ACt = Ct gene de interesse -
Ct gene referéncia. O valor de Ct corresponde ao numero de ciclos de PCR
necessarios para que o sinal fluorescente da reacao cruze o limiar (threshold)
acima do ruido de fundo (background), ou seja, a expressdo do gene s6 é
detectada quando o sinal fluorescente acumulado ultrapassa o threshold.
Seguindo esse raciocinio, quanto menor o Ct, menor o numero de ciclos de PCR
necessarios para detectar um gene e, portanto, maior sua expressao. Os valores
de Ct para as amostras foram obtidos pela analise dos resultados dados pelo
StepOne Software versao 2.1 (Applied Biosystems.). A expresséo relativa, usada
para as analises estatisticas, foi calculada por 2-AACT, onde:

AACT = ACT da amostra - ACT médio das amostras do grupo controle.

3.8. Analise estatistica
Os dados foram processados no SPSS 18 e RStudio 2025.09.02.

Estatisticas descritivas foram apresentadas como média + desvio padrao ou
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mediana e intervalo interquartil (IQR), conforme distribuicdo. Foram aplicados
testes de verificacao de normalidade para todas as variaveis quantitativas, para
definicdo dos testes estatisticos que seriam utilizados. As variaveis foram
identificadas como ndo paramétricas, aplicando-se entdo teste de Mann—
Whitney ou Kruskal-Wallis, com corregcdo de Bonferroni; a magnitude da
diferenca foi expressa pelo tamanho do efeito (r; onde r = z/+/N), e sua
interpretacao seguiu os parametros estabelecidos por Cohen., 1988 [144]: efeito
pequeno (|r] < 0.30), efeito moderado (0.3 < |r] < 0.50) e efeito grande (|r] = 0.50).
Associagbes categoricas foram analisadas pelo Qui-quadrado de Pearson e
correlagbes continuas pela Correlagéo de Spearman. Foram consideradas como
correlagées fracas, aquelas cujo |p| < 0,3; moderadas, aquelas com 0,3 < |p| <
0,6; fortes, as com 0,6 < |p| < 0,8; muito fortes, as com 0,8 < |p| < 0,99; e perfeitas,
aquelas que apresentam |p| = 1,0. A significancia estatistica foi definida como p
< 0,05. Os graficos foram construidos no RStudio utilizando o pacote ggplot2.
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4, RESULTADOS

4.1. Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes

A Tabela 10 apresenta as principais caracteristicas clinicas da casuistica

incluida neste estudo.

A amostra foi composta por 26 individuos, com média de idade de 32 anos
(intervalo: 15-57 anos). A maioria dos participantes era do sexo feminino

(69,2%), enquanto 30,8% eram do sexo masculino.

Em relacdo a distribuicdo étnico-racial, observou-se predominio de
pacientes autodeclarados pardos ou pretos (70,0%), embora apenas um
paciente tenha se identificado como preto. A média de tempo de existéncia das
lesdes queloidianas foi de 6,3 anos (intervalo: 1-29 anos), sendo que mais da
metade dos pacientes incluidos no estudo apresentaram lesées com até 5 anos

de duracéo.

O grupo de estudo foi constituido por 20 pacientes com diagnéstico clinico
e histolégico de queloide (76,9%) e 6 individuos com pele normal, utilizados

como grupo controle (23,1%).
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Tabela 10 - Caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos no estudo (n = 26)

Caracteristicas Frequéncia (N/%)
Idade (média e intervalo) 32 (15-57)

< 32 anos 14 (53,8%)

> 32 anos 12 (46,2%)

Género

Masculino 8 (30,8%)

Feminino 18 (69,2%)

Etnia/Raga*

Branco 6 (30,0%)

Pardo/Preto 14 (70,0%)

Tempo da lesao

<5 anos 13 (50,0%)

> 5 anos 7 (26,9%)

N&ao se aplica (controle) 6 (23,1%)

Grupo

Pacientes com queloide 20 (76,9%)

Pacientes controle 6 (23,1%)

*Dados omissos: Etnia/Raca (6).

4.2. Analise histolégica das amostras de queloide

A analise histolégica revelou alteragdes morfolégicas marcantes na pele
com queloide quando comparada a pele normal (Figura 14A). As amostras
queloidianas apresentaram espessamento acentuado da derme (Figuras 14B e
14C), com substituicao parcial da arquitetura dérmica normal por feixes de fibras
de colageno espessas, hialinizados e dispostos de forma irregular. Esses feixes
de colageno, frequentemente orientados em multiplas dire¢des, formavam areas
densamente compactadas, com reducéo dos espacos intersticiais e rarefacao de
fibras (Figuras 14E e 14F).

Nos casos classificados pelo que aqui denominamos como padrao misto,
observou-se alternancia entre regides de colageno denso e areas menos
compactas, nas quais ainda era possivel identificar fibroblastos fusiformes e
discreta vascularizacdo (Figuras 14E). Ja as lesbes com padrdo nodular
exibiram grandes agregados concéntricos de fibras colagenas hialinizadas,
delimitados por zonas de transicdo com maior celularidade e vasos de pequeno

calibre, caracteristico de um remodelamento tecidual ativo (Figura 14F).
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A epiderme sobrejacente aos queloides manteve-se, em geral,
preservada, embora em alguns casos tenha sido notado discreta acantose e
aumento do numero de melandcitos basais. Na juncdo dermoepidérmica, havia
leve irregularidade e, ocasionalmente, projecées dérmicas alongadas (Figura
14H, 141, 14K, 14L).

A densidade celular dérmica variou conforme o grau de organizagédo das
fibras de colageno: nos padrées lineares (predominantemente em pele normal),
observou-se numero regular de células mesenquimais e arquitetura fibrilar
paralela (Figura 14M); ja nos padrées misto e nodular, houve predominio de
células mesenquimais (Figuras 14N, 140) distribuidas entre os feixes de
colageno, acompanhados de discreta infiltracdo inflamatéria mononuclear

perivascular (Figuras 14N, 140).

De modo geral, as lesbes queloidianas apresentaram aumento da
espessura dérmica, colageno hialinizado e desorganizacao fibrilar, compativeis

com o processo de fibrose exacerbada caracteristico da doenca.
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Figura 14 - Analise histolégica das amostras de pele com queloide e pele normal. (A, D, G,
J, M, P): Pele normal;(B-C) Espessamento acentuado da derme com substituicdo parcial da
arquitetura normal por feixes colagenos espessos, hialinizados e dispostos de forma irregular (*)
e areas densamente compactadas, com reducdo dos espacos intersticiais e rarefacdo de fibras
(*); (E) Padréo misto caracterizado por alternancia entre regiées de colageno denso e areas
menos compactas, preservando células mesenquimais fusiformes e discreta vascularizagéo (#);
(F) Padrdo nodular exibindo agregados concéntricos de fibras colagenas hialinizadas,
delimitados por zonas de transicdo com maior celularidade e vasos de pequeno calibre (#); (H, I,
K, L) Epiderme preservada, com discreta acantose e aumento focal de melanécitos basais; leve
irregularidade na jungdo dermoepidérmica e projecbes dérmicas alongadas (setas);
(M-O) Variagao da densidade celular conforme o padréo colageno: organizagao fibrilar paralela
e numero regular de células mesenquimais em pele normal (&), contrastando com predominio
celular (&) e discreta inflamag&o mononuclear perivascular nos padrées misto e nodular (Q-R,
setas); Coloracdo: hematoxilina e eosina (HE) e Tricromico de Masson. Barras de escala: 500
pm, 100 um e 50 um.
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4.2.1. Escores histolégicos

Durante as analises morfoldgicas, foi aplicado um escore composto para
avaliar sete parametros histolégicos principais: organizacdo das fibras
colagenas, espessura das fibras, grau de hialinizagcao da matriz dérmica, grau
de celularidade de fibroblastos e miofibroblastos, grau de vascularizagéo,

infiltrado inflamatério e grau de alteragdes epidérmicas.

Os escores atribuidos a cada um desses parametros foram somados e os
valores totais foram expressos segundo o que denominamos Keloid Histologic
Scar (KHS) Score. Nosso KHS variou de 7 a 21, com média de 13,35 £ 4,8 e
mediana de 15,5 (intervalo interquartil 7-17), indicando atividade histolégica
moderada a acentuada na maioria das amostras. Na Tabela 11 encontram-se os

resultados histolégicos dos pardmetros que compdem o KHS.

Tabela 11 - Distribuicao dos escores individuais do KHS
% casos com

Parametro Média = DP Mediana (IQR) Min - Max escore >2
Organizacio das fibras 2,00+ 0,80 2 (1-3) 1-3 69,3%
coliagenas

Densidade do colageno 1,88+ 0,86 2(1-3) 1-3 57,7%
Hialiniza¢do do colageno 1,85+0,83 2 (1-3) 1-3 57,7%
Celularidade 1,96 + 0,82 2 (1-3) 1-3 65,4%
Vascularizacio 2,17+ 0,87 2(1-3) 1-3 70,8%
Infiltrado inflamatério 1,96 + 0,86 2 (1-3) 1-3 62,5%
Alteracdes epidérmicas 2,09 + 0,79 2 (1-3) 1-3 73,9%

Entre os parémetros individuais, observaram-se maiores escores para
vascularizacao (2,17 = 0,87), com presenca de capilares de paredes finas
distribuidos entre as areas de fibrose, além de alteragdes epidérmicas (2,09 +
0,79), incluindo hiperplasia epidérmica discreta, aplanamento das cristas
interpapilares e reducao ou auséncia de anexos cutaneos nas areas de fibrose
densa. Tais achados indicam um processo de remodelamento tecidual
caracteristico das lesdes queloidianas, marcado por intensa deposigéo de matriz
extracelular e reorganizacdo vascular e epidérmica associadas a fibrose

dérmica.
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Ademais, observou-se moderada densidade (1,88 + 0,86) e hialinizag&o
de fibras colagenas (1,85 + 0,8), refletindo o predominio de feixes de colageno
compactos eosinofilicos e com perda da orientagao fibrilar. A organizacao das
fibras colagenas, também apresentou alteracdo significativa (2,00 + 0,80).
Observou-se uma disposicao irregular, caracterizada pela formacado de
redemoinhos ou de feixes entrecruzados, que ocupavam extensas areas da

derme reticular.

A celularidade mesenquimal encontrava-se aumentada na maioria das
amostras (1,96 + 0,82), caracterizada por células fusiformes de nucleo alongado
corados em vermelho pela coloracdo de Tricrdbmico de Masson. Ainda, foi
identificada a presengca de infiltrado inflamatério predominantemente
linfomononuclear, distribuido principalmente nas regides perivasculares e na
periferia da lesao, apresentando intensidade média de 1,96 + 0,86. A analise dos
parametros individuais demonstrou que as maiores proporgdes de casos com
escore = 2 ocorreram para alteragdes epidérmicas (73,9%), vascularizagéo
(70,8%) e desorganizagao fibrilar (69,3%).

4.21.1. Escores histolégicos e caracteristicas clinicas

A partir dos escores histolégicos, buscou-se investigar possiveis
associagdes entre as alteragdes estruturais observadas e as caracteristicas
clinicas dos pacientes, bem como com os marcadores moleculares estudados

nas etapas subsequentes.

4.2.1.1.1.  Organizagao das fibras colagenas

A Tabela 12 apresenta a distribuicdo dos escores de organizagdo das
fibras colagenas de acordo com as variaveis clinicas avaliadas. Esse escore

reflete o grau de orientacao das fibras colagenas na derme.

A analise mostrou que nao houve associacgao significativa entre o escore
de organizacao e as variaveis idade, género, etnia/raca ou tempo de evolugao
da lesdo. Por outro lado, observou-se diferenca estatisticamente significativa

entre o grupo queloide e o grupo controle (p < 0,001). Enquanto as amostras de
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pele normal apresentaram predominantemente fibras colagenas finas e bem
orientadas (padrao linear), as amostras de queloide exibiram maior frequéncia
de padroes misto (38,5%) e nodular (30,8%), indicando acentuada

desorganizacao fibrilar e hialinizacdo dérmica nas lesées fibrosas.

Esses achados confirmam que o escore de organizacao das fibras de
colageno € um marcador morfoldgico sensivel para distinguir o tecido
gueloidiano da pele normal, refletindo o processo de remodelamento exacerbado

caracteristico desta condicao.

Tabela 12 - Distribuicao do escore de organizacao das fibras colagenas segundo
caracteristicas clinicas (teste Qui-quadrado de Pearson; n = 26)

Caracteristicas Escore 1 Escore 2 Escore 3 p
Idade 0,88
< 32 anos 4 (15,4%) 6 (23,1%) 4 (15,4%)

> 32 anos 4 (15,4%) 4 (15,4%) 4 (15,4%)

Género 0,72
Masculino 2 (7,7%) 4 (15,4%) 2 (7,7%)

Feminino 6 (23,1%) 6 (23,1%) 6 (23,1%)
Etnia/Racga 0,36
Branco 1 (5,0%) 4 (20,0%) 1(5,0%)
Pardo/Preto 1 (5,0%) 6 (30,0%) 7 (35,0%)

Tempo de queloide* 0,30
< 5 anos 2 (10,0%) 5 (25,0%) 6 (30,0%)

> 5 anos 0 (0,0%) 5 (25,0%) 2 (10,0%)

Grupo <0,001
Pacientes com 2(7,7%) 10 (38,5%) 8 (30,8%)

queloide

Pacientes controle 6 (23,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

* Para essa analise, foram considerados apenas os pacientes com doenga ativa (n = 20). Valores
em negrito representam significAncia estatistica (p < 0,05).

421.1.2. Espessura das fibras colagenas

A Tabela 13 apresenta os resultados da analise do escore de espessura
das fibras colagenas, correlacionado com as caracteristicas clinicas dos
participantes. Esse escore reflete o grau de espessamento e compactagéo das
fibras colagenas na derme, parametro diretamente relacionado ao processo de

fibrogénese e a maturacao da matriz extracelular. Na estratificagao por variaveis
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clinicas, nao identificamos associacdes estatisticamente significativas entre a

espessura das fibras e a idade, o género ou a etnia/raca.

Ao comparar os grupos, Vverificou-se diferenca estatisticamente
significativa entre pacientes com queloide e controles (p = 0,005). O grupo
controle apresentou predominio de fibras finas (23,1%), enquanto as amostras
de queloide exibiram padrbes misto (26,9%) e grosso (30,8%), refletindo
aumento progressivo da espessura e compactacao das fibras colagenas nas

lesbes fibrosas.

Tabela 13 - Distribuicao do escore de espessura das fibras colagenas segundo
caracteristicas clinicas (teste Qui-quadrado de Pearson; n = 26)

Caracteristicas Escore 1 Escore 2 Escore 3 p
Idade 0,13
< 32 anos 5(19,2%) 6 (23,1%) 3 (11,5%)

> 32 anos 6 (23,1%) 1(3,8%) 5(19,2%)

Género 0,48
Masculino 2 (7,7%) 3 (11,5%) 3 (11,5%)

Feminino 9 (34,6%) 4 (15,4%) 5(19,2%)
Etnia/Raga 0,84
Branco 1 (5,0%) 4 (20,0%) 1(5,0%)
Pardo/Preto 1 (5,0%) 6 (30,0%) 7 (35,0%)

Tempo de queloide* 0,06
< 5 anos 5 (25,0%) 5 (25,0%) 3 (15,0%)

> 5 anos 0 (0,0%) 2 (10,0%) 5 (25,0%)

Grupo 0,005
ngl'girétgs com 5(192%)  7(269%) 8 (30,8%)

Pacientes controle 6 (23,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

* Para essa analise, foram considerados apenas os pacientes com doenga ativa (n = 20). Valores
em negrito representam significancia estatistica (p < 0,05).

4.2.1.1.3. Hialinizac&o do colageno

A Tabela 14 apresenta os resultados da analise do escore de hialinizagao
do colageno, correlacionado com as caracteristicas clinicas dos pacientes e
controles. Esse escore reflete o grau de deposicdo e compactacao de matriz
extracelular eosinofilica, compativel com o processo de hialinizagdo dérmica,

que representa uma fase avangada do remodelamento fibroético.
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Na analise com variaveis clinicas, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas em relacao a idade, género, etnia/raga ou tempo
de evolucao da lesdo. No entanto, verificou-se diferenca significativa entre os
grupos clinicos (p = 0,005); enquanto todas as amostras do grupo controle
apresentaram padrdo ausente/pouca hialinizacao (23,1%), os pacientes com
queloide exibiram predominio dos escores moderado (30,8%) e denso (26,9%),

reforcando o carater progressivamente fibrosante dessas lesées.

Tabela 14 - Distribuicdao do escore de hialinizagdao segundo caracteristicas clinicas (teste
Qui-quadrado de Pearson; n = 26)

Caracteristicas Escore 1 Escore 2 Escore 3 P
Idade 0,75
< 32 anos 6 (23,1%) 5(19,2%) 3 (11,5%)

> 32 anos 5(19,2%) 3(11,5%) 4 (15,4%)

Género 0,33
Masculino 2 (7,7%) 4 (15,4%) 2 (7,7%)

Feminino 9 (34,6%) 4 (15,4%) 5(19,2%)
Etnia/Raga 0,19
Branco 3 (15,0%) 1 (5,0%) 2 (10,0%)
Pardo/Preto 2 (10,0%) 7 (35,0%) 5 (25,0%)

Tempo de queloide* 0,12
< 5 anos 5 (25,0%) 5 (25,0%) 3 (15,0%)

> 5 anos 0 (0,0%) 3(15,0%) 4 (20,0%)

Grupo 0,005
ngl'girétees com 5(192%)  8(30,8%) 7 (26,9%)

Pacientes controle 6 (23,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*Para essa analise, foram considerados apenas os pacientes com doenca ativa (n = 20). Valores
em negrito representam significancia estatistica (p < 0,05).

4.2.1.1.4. Celularidade (células mesenquimais fusocelulares)

A Tabela 15 apresenta os resultados da analise de células mesenquimais
fusocelulares, correlacionados com as caracteristicas clinicas dos pacientes e
controles. Este escore reflete o grau de celularidade de fibroblastos e
miofibroblastos que, em conjunto, indicam o nivel de atividade e remodelacao

dessas cicatrizes, por meio da deposicao de colageno na matriz extracelular.
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Valores mais elevados sugerem maior atividade celular com consequente

deposicao de colageno, caracteristica tipica das lesdes queloidianas.

Em nossa analise com variaveis clinicas, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas em relacao a idade, género, etnia/raca
ou tempo de evolugao da leséo. Porém, observou-se diferenca significativa entre
os grupos clinicos (p = 0,001); enquanto todas as amostras do grupo controle
apresentaram padrdao de celularidade normal (23,1%), os pacientes com
gueloide exibiram predominio dos escores de aumento da celularidade de forma
discreta/moderada (34,6%) e celularidade acentuada (30,8%), refletindo o
carater hipercelular caracteristico dessas lesdes, e sugerindo maior atividade de
células mesenquimais fusocelulares associada a deposicdo exacerbada de

colageno.

Tabela 15 - Distribuicao do escore de celularidade segundo caracteristicas clinicas (teste
Qui-quadrado de Pearson; n = 26)

Caracteristicas Escore 1 Escore 2 Escore 3 P
Idade 0,48
< 32 anos 5(19,2%) 6 (23,1%) 3 (11,5%)

> 32 anos 4 (15,4%) 3(11,5%) 5(19,2%)

Género 0,78
Masculino 3 (11,5%) 2 (7,7%) 3 (11,5%)

Feminino 6 (23,1%) 7 (26,9%) 5(19,2%)
Etnia/Racga 0,78
Branco 1 (5,0%) 2 (10,0%) 3 (15,0%)
Pardo/Preto 2 (10,0%) 7 (35,0%) 5 (25,0%)

Tempo de queloide* 0,70
< 5 anos 2 (10,0%) 5 (25,0%) 6 (30,0%)

> 5 anos 1 (5,0%) 4 (20,0%) 2 (10,0%)

Grupo 0,001
ngl'girétees com 3(11,5%)  9(34,6%) 8 (30,8%)

Pacientes controle 6 (23,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*Para essa analise, foram considerados apenas os pacientes com doenca ativa (n = 20). Valores

em negrito representam significancia estatistica (p < 0,05).
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42.1.1.5. Vascularizagao

A Tabela 16 apresenta os resultados da analise do escore de
vascularizagao, correlacionado com as caracteristicas clinicas dos pacientes e
controles. Esse escore reflete o grau de densidade e distribuicao dos capilares
na derme, indicando a atividade angiogénica associada ao processo de reparo

e fibrose.

Em nossa analise das variaveis clinicas, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas em relacado a idade, etnia/raca ou tempo de
evolucdo da lesdo. Entretanto, verificou-se diferenca significativa entre os
géneros (p = 0,04), sendo que os homens apresentaram maior frequéncia de
vascularizacao discreta/moderada (16,7%) e abundante (16,7%), enquanto as
mulheres exibiram, predominantemente, vascularizacdo escassa (29,2%) e
abundante (29,2%).

Ao comparar os grupos clinicos, também foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,001). Todas as amostras do grupo controle
apresentaram vascularizagdo escassa (23,1%), enquanto os pacientes com
queloide exibiram predominio de escores indicativos de aumento da
vascularizagao, classificados como discreta/moderada (34,6%) e abundante
(30,8%), refletindo o componente angiogénico associado a fibrogénese

queloidiana.
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Tabela 16 - Distribuicao do escore de vascularizagao segundo caracteristicas clinicas
(teste Qui-quadrado de Pearson; n = 26)

Caracteristicas

Escore 1 Escore 2 Escore 3 p
Idade 0,69
< 32 anos 3 (12,5%) 4 (16,7%) 6 (25,0%)
> 32 anos 4 (16,7%) 2 (8,3%) 5 (20,8%)
Género 0,04
Masculino 0 (0,0%) 4 (16,7%) 4 (16,7%)
Feminino 7 (29,2%) 2 (8,3%) 7 (29,2%)
Etnia/Raga 0,76
Branco 0 (0,0%) 2 (11,1%) 4 (22,2%)
Pardo/Preto 1 (5,6%) 4 (22,2%) 7 (38,9%)
Tempo de queloide* 0,63
< 5 anos 1(5,6%) 4 (22,2%) 6 (33,3%)
> 5 anos 0 (0,0%) 2 (11,1%) 5 (27,8%)
Grupo <0,001
Pacientes com 1(4,2%) 6(250%) 11 (45:8%)
queloide
Pacientes controle 6 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*Para essa analise, foram considerados apenas os pacientes com doenca ativa (n = 20). Valores
em negrito representam significancia estatistica (p < 0,05).

4.2.1.1.6. Infiltrado inflamatério

A Tabela 17 apresenta os resultados da analise do escore de infiltrado
inflamatorio, correlacionado com as caracteristicas clinicas dos pacientes e
controles. Esse escore reflete o grau de intensidade e a distribuicao das celulas
inflamatorias na derme, permitindo inferir o nivel de atividade inflamatoria

associado ao processo de fibrogénese.

Na anadlise das variaveis clinicas, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas em relacao a idade, género, etnia/raga ou tempo
de evolugao da lesdo. No entanto, observou-se diferenca significativa entre os
grupos clinicos (p = 0,01). Todas as amostras do grupo controle apresentaram
infiltrado inflamatorio ausente ou discreto (25,0%), enquanto os pacientes com
queloide exibiram predominio de escores indicativos de aumento do infiltrado
inflamatorio, classificados como discreto/moderado (29,2%) e acentuado
(33,3%).
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Tabela 17 - Distribuicio do escore de infiltrado inflamatério segundo caracteristicas

clinicas (teste Qui-quadrado de Pearson; n = 26)

Caracteristicas Escore 1 Escore 2 Escore3 p
Idade 0,74
< 32 anos 4 (16,7%) 4 (16,7%) 5 (20,8%)

> 32 anos 5 (20,8%) 3 (12,5%) 3 (12,5%)
Género 0,19
Masculino 1(4,2%) 3 (12,5%) 4 (16,7%)
Feminino 8 (33,3%) 4 (16,7%) 4 (16,7%)
Etnia/Racga 0,18
Branco 1(5,6%) 4 (22,2%) 1 (5,6%)
Pardo/Preto 2 (11,1%) 3 (16,7%) 7 (38,9%)
Tempo de

queloide* 031
<5 anos 3 (16,7%) 4 (22,2%) 4 (22,2%)

> 5 anos 0 (0,0%) 3(16,7%) 4 (22,2%)
Grupo 0,01
Pacientes com

queloide 3(12,5%) 7 (29,2%) 8 (33,3%)
Pacientes controle 6 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*Para essa analise, foram considerados apenas os pacientes com doenga ativa (n = 20). Valores
em negrito representam significancia estatistica (p < 0,05).

421.1.7.

Alteracoes epidérmicas

A Tabela 18 apresenta os resultados da analise do escore de alteragcbes

epidérmicas, correlacionado com as caracteristicas clinicas dos pacientes e

controles. Esse escore reflete o grau de modificagées estruturais na epiderme,

incluindo hiperplasia, aplanamento das cristas interpapilares e alteragées nos

anexos cutaneos, aspectos frequentemente associados a tensao mecanica local

e a presenca de fibrose dérmica subjacente.
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Todas as amostras do grupo controle apresentaram epiderme de aspecto
normal ou com alteragdes discretas, enquanto os pacientes com queloide
exibiram predominio de escores elevados, com hiperplasia epidérmica discreta
a moderada, aplanamento das cristas interpapilares e reducéo ou auséncia de
anexos cutdneos nas areas de fibrose densa, refletindo o impacto do

remodelamento dérmico sobre a arquitetura epidérmica.

Tabela 18 - Distribuicao do escore de alteracoes epidérmicas segundo caracteristicas
clinicas (teste Qui-quadrado de Pearson; n = 26)

Caracteristicas Escore 1 Escore 2 Escore3 p
Idade 0,74
< 32 anos 4 (16,7%) 4 (16,7%) 5 (20,8%)

> 32 anos 5 (20,8%) 3(12,5%) 3 (12,5%)
Género 0,19
Masculino 1(4,2%) 3 (12,5%) 4 (16,7%)
Feminino 8 (33,3%) 4 (16,7%) 4 (16,7%)
Etnia/Raga 0,18
Branco 1(5,6%) 4 (22,2%) 1(5,6%)
Pardo/Preto 2 (11,1%) 3 (16,7%) 7 (38,9%)
Temp_o de 031
queloide* ’

< 5 anos 3 (16,7%) 4 (22,2%) 4 (22,2%)

> 5 anos 0 (0,0%) 3 (16,7%) 4 (22,2%)
Grupo 0,01
Pacientes com 3 (12,5%) 7(29.2%)  8(33,3%)
queloide

Pacientes controle 6 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*Para essa analise, foram considerados apenas os pacientes com doenca ativa (n = 20). Valores
em negrito representam significancia estatistica (p < 0,05).

4.3. Analise da distribuicdo do colageno dos tipos |, lll e V nos

queloides
Quando analisamos a imunofluorescéncia para colageno do tipo | (Col I),
identificamos na derme papilar (DP) dos controles (Figura 15A) um padrao
fibrilar fino e homogéneo em toda a DP, assim como na derme reticular (DR)
(Figura 15D). Ainda, observamos a imunomarcag¢ao do Col I, circundando as
fibras de colageno, de aspecto amorfo, com padrao de marcacgao fino ao redor

de vasos e capilares, na pele sadia.
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Por outro lado, no tecido cutdneo dos queloides, observamos um
aumento da imunomarcacao do Col | na derme papilar (DP) (Figura 156B), assim
como ha parede de vasos e capilares, resultando na diminuigao do lumen destes
componentes vasculares, com predominio do espessamento das paredes dos

vasos e capilares na DR (Figura 15E).

Estes achados morfolégicos foram confirmados pela avaliagao
quantitativa da imunomarcacgéo do Col | na derme papilar (DP) (Figura 15C), e
na DR (Figura 15F), que mostram aumento da expressao do Col | em pacientes
com queloide, em relacdo aos controles normais, nos dois compartimentos
dérmicos; no entanto, esses resultados nao foram significativos. Ainda, podemos
corroborar nossos dados com as observacdes detectadas pela coloragdo com
tricrbmico de Masson, que identifica as fibras de colageno hialinizadas e
imunomarcadas, com predominio na DR, confirmando o intenso remodelamento
do Col | observado pela imunofluorescéncia, na pele de pacientes com queloide
(Figura 14).

Por outro lado, quando analisamos a imunomarcag¢ao para o Col lll,
identificamos, préximo a membrana basal do epitélio, um padrao fibrilar fino e
rendilhado na DP e ao redor de vasos e capilares na pele sadia (Figura 15G).
Ainda, o padrao fibrilar fino acompanha toda extensdo da DR, além dos
pequenos vasos e capilares, na pele sadia (Figura 15J). Por outro lado, é
evidente, na pele de pacientes com queloide, o0 aumento da expressao de Col lll
na DP (Figura 15H), também com padréao fibrilar fino, semelhante aos pacientes
controles. Quando analisamos a imunomarcagao do Col lll nos vasos e capilares
na DP, fica evidente a intensa expressao de Col lll, que se estende nos vasos
da DR da pele dos pacientes com queloide (Figura 15K). Novamente, a
avaliacdo quantitativa confirma os dados morfolégicos qualitativos,
demonstrando um aumento significativo da expressao de Col lll nos vasos e
capilares da DP na pele de pacientes com queloide, em relacédo a pele sadia
(Figura 15l), mas na DR esta diferenga nao foi significativa.

Quando avaliamos a expressdao de Col V na DP da pele sadia,
observamos fibras bem finas e delicadas distribuidas de forma homogénea,
delineando a regiao epitelial e membrana basal (Figura 15M), que se expande

para a DR, obedecendo o mesmo padrao de distribuicao (Figura 15P). Por outro
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lado, no tecido queloidiano, a expressdao de Col V na DP apresentou-se
intensamente expresso (Figura 15N), assim como na DR (Figura 15Q). Estes
resultados corroboram com nossos achados na coloracao de H&E e tricrébmico
de Masson, onde observamos as fibras colagenas onduladas e distribuidas ao
redor dos fibroblastos, resultando na formacao de ndédulos dérmicos (Figura 14).
Ainda, nossos resultados quantitativos mostram que o Col V esta aumentado na
pele destes pacientes, quando comparados a pele sadia (Figura 150). Por outro
lado, quando analisamos o perfil estrutural do Col V na DP do tecido cutaneo
queloidiano, observamos que este colageno, além de intensamente expresso na
DP, se expande para a DR, obedecendo um padrao heterogéneo e espesso, na

regidao da DR, onde encontramos o Col | hialinizado.
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Figura 15 - Fotos representativas da imunofluorescéncia para colageno dos tipos | (Col I),
lll (Col Ill) e V (ColV) dos pacientes dos grupos Controle (A, D, G, J, M, P) e Queloide (B,
E,H,K,N,Q). Nota-se a expressao de Col | na DP, com predominio ao redor das paredes dos
vasos e capilares, expandindo-se em toda derme, na pele dos pacientes com queloide (B), em
relagdo ao grupo controle (A). Na DR, observa-se o mesmo padrdo de imunomarcagao
encontrado na DP, na pele dos pacientes com queloide (E), em relacdo ao controle (D). Em (H)
na DP dos queloides, destaca-se uma intensa expressao de Col lll, nos vasos e capilares da
matriz dérmica, assim como na DR (K), contrastando com seus respectivos controles (G, J). Ja
em relagcéo ao Col V na DP (N) e DR (Q), identifica-se um intenso aumento da expresséo desta
proteina em toda matriz dérmica e vasos, quando comparada aos controles (M,P). Em
(C,F,LLL,O,R), encontra-se a representacao grafica da quantificagcao dos tipos de colageno; nota-
se diferenca significativa do Col lll e V na pele dos pacientes com queloide em relagéo aos
respectivos controles (I,L,0,R). Aa setas indicam locais de marcagéo do colageno dos tipos |
(A,B,D,E), lll (G,H,J,K) e V (M,N,P,Q). DP: Derme Papilar; DR: Derme Reticular. Aumento de
400x. Teste de Mann-Whitney. O quadrado em cor vermelha nos graficos da figura representa a
expressdo média entre os grupos. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.4. Analise da expressao génica de COL1A1, COL3A1,
COL5A1 e COL5A2, e dos microRNAs 21-5p e 199a-3p no

tecido queloidiano

A analise quantitativa da expressdo génica da cadeia a1 do Col |
(COL1A1) revelou que, no grupo Queloide, houve aumento na expressao desse
gene, em comparacao ao grupo Controle, com dados de mediana e intervalo
interquartil (IQR), respectivamente (42,15 (IQR 3,75-82,08) vs ; 3,4 (IQR 1,118-
4,888); p=0,0217).

Quando analisamos a expressao do gene COL3A1, referente a cadeia a1
do Col Ill, encontramos aumento da sua expressao entre os grupos avaliados,
Queloide e Controle (37,62 (IQR 6,556-80,93) vs 3,09 (IQR 1,077-4,481);
p=0,0102).

Do mesmo modo, quando comparamos a expressdo do gene COL5AT,
referente a cadeia a1 do Col V, obtivemos aumento da expressao desta proteina
no grupo Queloide (1,741 (IQR 0,2759-2,924) vs 0,2013 (IQR 0,1016-0,2925);
p=0,0208).

Ainda, ao avaliarmos a expressao génica da cadeia a2 do Col V
(COL5A2), encontramos a maior diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, Queloide e Controle, com aumento da expressao deste gene no primeiro
grupo (1,552 (IQR 0,3270-3,381) vs 0,1172 (IQR 0,07351-0,19); p=0,0002).

Em relagéo aos microRNAs, ao avaliarmos a expressao do miR-21-5p nos
grupos estudados, Queloide e Controle, obtivemos aumento significativo da
expressao no primeiro grupo (0,5784 (IQR 0,2244-0,9531) vs 0,04099 (IQR
0,03730-0,04857); p=0,0015).

Quanto a expressdao do miR-199a-3p, um aumento importante de
expressao no grupo Queloide foi observado, quando comparado ao grupo
Controle (0,3398 (IQR 0,1898-0,5044) vs 0,04244 (IQR 0,03992-0,06049);
p<0,0001).
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4.5. Analise comparativa do colageno, marcadores
moleculares e microRNAs

A expressado mediana do colageno variou conforme o tipo e a localizacao

dérmica (papilar vs reticular), conforme apresentado na Tabela 19. Os dados

indicam que, em geral, Col lll apresentou maior expressao que Col | e Col V. A

diferenca entre papilar e reticular foi mais evidente para Col V, com maior

deposicao neste estrato dérmico.

A avaliacdo de expresséao relativa por 2-22Ct dos microRNAs e genes
relacionados ao colageno mostrou que os valores de COL1A1 e COL3A1
apresentam ampla variagcdo interindividual (Tabela 19), refletindo
heterogeneidade na deposicdo de fibras colagenas e, possivelmente,
correspondendo aos diferentes estagios de maturacdo e remodelamento

observados nos escores histologicos.

Tabela 19 - Expressao mediana de colageno e marcadores moleculares na coorte estudada
(n=26)

Marcador Regiao Mediana Intervalo interquartil
dérmica (% ou 2-2ACt) (IQR)
Colageno tipo I (Col l) Papilar 5,90 3,90-16,70
Reticular 4,46 3,20-9,54
Colageno tipo lll (Col Ill) Papilar 7,54 5,29 -9,65
Reticular 7,91 4,28 - 10,44
Colageno tipo V (Col V) Papilar 6,43 2,24 —-12,57
Reticular 3,31 1,72 -8,75
miR-21 — 0,31 0,04-0,84
miR-199 — 0,25 0,06 — 0,44
COL5A1 - 0,49 0,15-2,39
COL5A2 - 0,75 0,16 —-2,78
COL1A1 — 12,57 2,41-7511
COL3A1 - 12,41 2,63 — 69,64

Quando a expressao foi avaliada entre os grupos, € possivel notar

diferencas significativas entre estes, para diversos marcadores de interesse,



-112 -

incluindo colageno tipo lll e V papilar, colageno tipo V reticular, miR-21, miR-199,
COL1A1, COL3A1, COL5A1e COL5A2 (Tabela 20 e Figuras 15 e 16).

Em todos os casos significativos, observou-se valores de expressao
menores nos pacientes do grupo controle em relagdo aos pacientes com
queloide, com magnitudes de efeito variando de moderada a grande (r = 0.44—
0.66).

A analise do tamanho do efeito (r) revelou magnitudes moderadas a
grandes para a maioria dos marcadores fibréticos e pro-fibréticos. Destacam-se
o colageno do tipo V (papilar e reticular) e os microRNAs miR-21 e miR-199, que
apresentaram os maiores tamanhos de efeito (r = 0,58-0,66).

Tabela 20 - Expressao mediana dos marcadores nos diferentes grupos de estudo (n = 26;
Mann-Whitney)

Pacientes com Pacientes controle Tamanho
Marcador queloide p do efeito
Expressao na Expressido na (n

Col | Papilar 7,67 4,13-18,05 423 3,36-5,15 0,06 0,38
Col | Reticular 4,46 3,06-10,59 479 3,20-7,59 1,00 0,01
Col lll Papilar 8,53 6,08-10,57 4,99 3,36-7,13 0,02 0,46
Col lll Reticular 8,12 4,88-10,50 4,03 2,64-9,42 0,09 0,36
Col V Papilar 7,32 4,70-18,72 1,64 1,46-2,10 | <0,001 0,65
Col V Reticular 3,96 2,34-11,26 2,06 1,29-2,87 0,02 0,44
miR21 0,51 0,21-1,00 0,04 0,04-0,05 | 0,002 0,58
miR199 0,34 0,19-0,55 0,04 0,04-0,06 | <0,001 0,66
COL5A1 1,42 0,21-2,90 0,20 0,10-0,29 0,03 0,44
COL5A2 1,40 0,32-3,11 0,12 0,07-0,19 | <0,001 0,65
COL1A1 33,07 3,20-82,11 3,40 1,12-4,89 0,03 0,44
COL3A1 32,86 5,23-70,39 3,09 1,08-4,68 0,01 0,48
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Figura 16 - Representaciao grafica da relagcao entre a expressao dos marcadores
moleculares de interesse nos grupos estudados (n=26). (A) Box plot mostrando a expresséo
de miR-21 nos diferentes grupos. (B) Box plot mostrando a expressao de miR-199 nos diferentes
grupos. (C) Box plot mostrando a expressédo de COL1A1 nos diferentes grupos. (D) Box plot
mostrando a expresséo de COL3AT nos diferentes grupos. (E) Box plot mostrando a expressao
de COL5A1 nos diferentes grupos. (F) Box plot mostrando a expressdo de COL5A2 nos
diferentes grupos. Teste de Mann-Whitney. O quadrado em cor vermelha nos graficos da figura
representa a expressao média entre os grupos. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.6. Correlacdao entre os parametros histolégicos e
marcadores moleculares

A analise da correlagdo do escore de organizacao de fibras colagenas
com os marcadores estruturais e moleculares mostrou diferenca estatistica
significativa para a expressao de colageno tipo V papilar e COL5A2, com maior
expressao desses marcadores em queloides com organizagéo nodular quando
comparada a organizagao linear (p = 0,03 e p= 0,04, respectivamente; Figuras
17A e 17B).

Figura 17 - Representacao grafica da relacao entre o padrao de organizacao das fibras
colagenas e a expressao proteica e génica de colageno tipo V nos grupos estudados
(n=26). (A) Box plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos escores de colageno tipo V na
derme papilar dos grupos estudados. (B) Box plot representando a frequéncia de distribuicéo da
expressao génica de COL5A2 nos grupos avaliados. Teste de Kruskal-Wallis. O quadrado em
cor vermelha nos graficos da figura representa a expressdo média entre os grupos. *p < 0,05.
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Quando o escore de espessura foi correlacionado com os marcadores
estruturais e moleculares avaliados, observou-se diferenca estatistica
significativa para o colageno tipo Ill reticular, cuja expresséo foi maior em
amostras classificadas com escore misto em comparacgéao as de fibras finas (p =
0,04; Figura 18).
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Figura 18 - Representacao grafica da relacao entre a espessura das fibras colagenas e a
expressao proteica de colageno tipo lll nos grupos estudados (n=26). Box plot mostrando a
frequéncia de distribuicdo do escore de espessura das fibras colagenas nos grupos estudados.
Teste de Kruskal-Wallis. O quadrado em cor vermelha no grafico da figura representa a
expressdo média entre os grupos. * p< 0,05; **p < 0,01
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Quando a hialinizagao do colageno ¢é correlacionada com os
marcadores estruturais € moleculares avaliados em toda a casuistica, o escore
de hialinizagdo apresentou diferencas significativas em multiplos parametros:
Colageno tipo | e tipo V papilar, com aumento significativo da expresséo no grupo
com hialinizacdo moderada em relagéo ao grupo ausente/pouca (p = 0,002 e p
= 0,03; respectivamente; Figura 19A e 19B); expressdo aumentada de miR-21no
grupo moderado em relagéo ao ausente/pouca (p = 0,04; Figura 19C); COL5A2:
expressao significativamente maior em amostras moderadas (p = 0,03; Figura
19D); COL3A1: tendéncia a diferenca entre escores (p = 0,04), embora sem

significancia entre grupos apos correcao de Bonferroni (Figura 19E).
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Figura 19 - Representacao grafica da relacao entre o padrao de hialinizagao do colageno
e a expressao proteica e génica nos grupos estudados (n=26). (A) Box plot mostrando a
frequéncia de distribuicdo dos escores de hialinizagéo das fibras colagenas e a expresséo do
colageno tipo | na derme papilar dos grupos estudados. (B) Box plot mostrando a frequéncia de
distribuicdo dos escores de hialinizagdo das fibras coldgenas e a expressao do colageno tipo V
na derme papilar dos grupos estudados. (C) Box plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos
escores de hialinizagdo das fibras colagenas e a expressao de miR-21 nos grupos estudados (D)
Box plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos escores de hialinizagdo das fibras colagenas
e a expressdo de COL5A2 nos grupos estudados. (E) Box plot mostrando a frequéncia de
distribuicdo dos escores de hialinizagdo das fibras colagenas e a expressdo de COL3A7 nos
grupos estudados Teste de Kruskal-Wallis. O quadrado em cor vermelha nos graficos da figura
representa a expressdo média entre os grupos. * p< 0,05; **p < 0,01.
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Quando a celularidade (células mesenquimais fusocelulares) é
correlacionada com os marcadores estruturais e moleculares avaliados em toda
a casuistica, o escore de celularidade apresentou diferencas estatisticamente
significativas para o colageno dos tipos Ill (p = 0,05, sem significancia entre
grupos apos corregao de Bonferroni; Figura 20A) e tipo V papilares, com maior
expressao em pacientes com aumento da celularidade de forma
discreta/moderada comparada a celularidade normal (p = 0,03; Figura 20B).
Observamos, também, uma diferenca significativa na expressao do colageno
tipo V reticular, com aumento na expressao desse marcador no grupo com
aumento da celularidade de forma discreta/moderada em comparagdo aos
demais grupos (p = 0,04, para ambas as comparacdes; Figura 20C).

Figura 20 - Representacao grafica da relagao entre a celularidade (células mesenquimais)
e a expressao proteica nos grupos estudados (n=26). (A) Box plot mostrando a frequéncia de
distribuicdo dos escores de celularidade e a expressao do colageno tipo Ill na derme papilar dos
grupos estudados. (B) Box plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos escores de
celularidade e a expresséo do colageno tipo V na derme papilar dos grupos estudados. (C) Box
plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos escores de celularidade e a expressédo do
colageno tipo V na derme reticular dos grupos estudados. Teste de Kruskal-Wallis. O quadrado

em cor vermelha nos graficos da figura representa a expressdo média entre os grupos. * p<
0,05.
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Ao correlacionar o escore de vascularizagdo com os marcadores
estruturais e moleculares avaliados em toda a casuistica, observamos diferencas
estatisticamente significativas na expressao de colageno tipo | papilar, com maior
expressao nos casos que apresentaram vascularizagcao discreta a moderada
comparada aqueles com vascularizagéo escassa ou abundante (p = 0,006 e p =
0,05, respectivamente) (Figura 21A), e colageno tipo V papilar, com maior
expressao nos pacientes com vascularizacao discreta/moderada frente aqueles
com vascularizagao escassa (p = 0,005) (Figura 21B). Também observamos
maior expressao dos miRs-21 e 199 em pacientes com vascularizagéo
discreta/moderada comparados a vasculariza¢ao escassa (p = 0,02, p = 0,001,
respectivamente) (Figura 21C e 21D). Para o COL5A2 houve uma tendéncia a
diferenca entre escores (p = 0,05), porém sem significancia entre grupos apés

correcao de Bonferroni (Figura 21E).
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Figura 21 - Representacao grafica da relagao entre o padrao de vascularizagao cutanea e
a expressao proteica e génica nos grupos estudados (n=26). (A) Box plot mostrando a
frequéncia de distribuicdo dos escores de vascularizagdo e a expresséo do colageno tipo | na
derme papilar dos grupos estudados. (B) Box plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos
escores de vascularizagdo e a expressado do colageno tipo V na derme papilar dos grupos
estudados. (C) Box plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos escores de vascularizagao e
a expressdo de miR-21 nos grupos estudados (D) Box plot mostrando a frequéncia de
distribuicao dos escores de vascularizagao e a expressao de miR-199 nos grupos estudados. (E)
Box plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos escores de vascularizagéo e a expressao
de COL5A2 nos grupos estudados Teste de Kruskal-Wallis. O quadrado em cor vermelha nos
graficos da figura representa a expressao média entre os grupos. * p< 0,05; **p < 0,01.
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Ao correlacionar o escore de infiltrado inflamatério com os marcadores
estruturais e moleculares avaliados em toda a casuistica, notamos diferenca
estatistica apenas para a expressao de COLS5A2 e o escore de infiltrado
inflamatorio, observando aumento desse marcador com o aumento do escore (p
= 0,04, porém sem significancia entre grupos apés correcdo de Bonferroni)
(Figura 22).

Figura 22 - Representacgao grafica da relagao entre o padrao de infiltrado inflamatério e a
expressao génica nos grupos estudados (n=26). Box plot mostrando a frequéncia de
distribuicdo dos escores de inflamacgéo e a expressdo de COL5A2 nos diferentes grupos. Teste
de Kruskal-Wallis. O quadrado em cor vermelha nos graficos da figura representa a expressao
média entre os grupos.
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Quando correlacionado com os marcadores estruturais e moleculares
avaliados em toda a casuistica, o escore de alteragoes epidérmicas apresentou

diferencas estatisticamente significativas em multiplos pardmetros:

o Colageno tipo V papilar: aumento significativo da expresséo no grupo com
alteracdo moderada em relagéo ao grupo com estrutura preservada (p =
0,004; Figura 23A);

o miR-21: expressao aumentada no grupo moderado em relacdo ao
preservado (p = 0,02; Figura 23B);

o miR-199: menor expressao no grupo preservado em relacao aos demais

grupos (p = 0,01, para ambas as comparacées; Figura 23C);
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o COL5A2 e COL3A1: expressao aumentada em amostras significativamente
alteradas em relagao a amostras com estrutura preservada (p = 0,002 e p
= 0,04, respectivamente; Figura 23D e 23E).

Figura 23 - Representacao grafica da relagao entre o padrao de alteragao epidérmica e a
expressao proteica e génica nos grupos estudados (n=26). (A) Box plot mostrando a
frequéncia de distribuicdo dos escores de alteragéo epidérmica e a expressao do colageno tipo
V na derme papilar dos grupos estudados. (B) Box plot mostrando a frequéncia de distribuicéo
dos escores de alteracdo epidérmica e a expressado de miR-21 nos grupos estudados (C) Box
plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos escores de alteracdo epidérmica e a expresséo
de miR-199 nos grupos estudados. (D) Box plot mostrando a frequéncia de distribuicdo dos
escores de alteragéo epidérmica e a expressdo de COL5A2 nos grupos estudados. (E) Box plot
mostrando a frequéncia de distribuicdo dos escores de alteracdo epidérmica e a expressao de
COL3A1 nos grupos estudados Teste de Kruskal-Wallis. O quadrado em cor vermelha nos
graficos da figura representa a expressdo média entre os grupos. * p< 0,05; **p < 0,01.
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4.7. Associacdes entre as variaveis

Ao analisar a correlacao das variaveis de interesse apenas na pele com
queloide, foi possivel observar um padrdao coordenado de expressao (Figura
24) entre:

Colageno dos tipos I, lll e V, nas regides papilares e reticulares, onde se
observa uma correlagdo de moderada a forte entre: Colageno | papilar e
Colageno | reticular (p = 0,70; p < 0,001); Colageno lll papilar e Colageno Il
reticular (p = 0,48; p = 0,04); Colageno V papilar e Colageno V reticular (p = 0,85;
p < 0,001); além de Colageno | papilar e Colageno V papilar (p = 0,51; p = 0,02).

Observamos também forte correlagéo entre miR-21 e miR-199 (p = 0,79;
p < 0,001) e moderada entre o miR-199 e a expressao de colageno | papilar (p
= 0,46; p = 0,04).

Por fim, também observamos correlagdes muito fortes (p > 0,9; p < 0,001)
entre os genes codificadores de colageno (COL1A1, COL3A1, COL5AT1,
COLS5A2).
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Figura 24 - Correlograma mostrando correlagées de Spearman entre os tipos de colageno
dérmicos, microRNAs e genes codificadores de colageno no grupo queloide (n=20). O
grafico da figura é triangular, mostrando apenas a metade superior da matriz de correlagéo (sem
redundancias). Cada circulo representa o coeficiente de correlagdo de Spearman (r) entre dois
parametros. O tamanho e a intensidade da cor dos circulos refletem a magnitude da correlagéo:
(a) Circulos grandes e azuis escuros indicam correlagdes positivas fortes (r proximo de +1); (b)
Circulos claros ou pequenos indicam correlagées fracas; (c) Circulos alaranjados indicariam
correlagdes negativas, mas ndo ha esse padrao visivel na imagem. A barra inferior mostra o
gradiente de cores: (a) 1 (laranja escuro) — correlagao negativa perfeita; (b) 0 (cinza claro) —
auséncia de correlagao; (c) +1 (azul escuro) — correlagéo positiva perfeita.
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5. DISCUSSAO

Os queloides sao desordens fibroproliferativas, decorrentes do
remodelamento da MEC cutanea, surgindo apé6s injuria tecidual ou
espontaneamente [145-148]. Afetam parcela significativa da populagdo mundial
[9] e acarretam importantes impactos estéticos e funcionais [21]. Embora
benignos, apresentam caracteristicas que os aproximam das neoplasias,
incluindo crescimento persistente, auséncia de regressdo espontanea,
semelhancas geno e fenotipicas, e altas taxas de recorréncia apds excisao
isolada (45-100%) [9,20,26,94,103,121]. Sua etiopatogenia & multifatorial,
envolvendo inflamacao persistente, vias de sinalizacao alteradas, remodelacao
anOmala da matriz e fatores imunoldgicos, mecanicos, genéticos, epigenéticos e
ambientais [6,8,9,24,91,149]. Nao obstante as cicatrizes queloidianas venham
sendo estudadas ha décadas, a multiplicidade de fatores envolvidos em seu
mecanismo etiopatogénico e, contraditoriamente, as lacunas ainda existentes no
entendimento desses processos, acabam por promover tratamentos, muitas
vezes, ineficazes, perpetuando o sofrimento daqueles que apresentam esta
doenca. A terapéutica segue desafiadora: a excisdo associada a radioterapia
precoce e/ou corticoterapia apresenta os melhores resultados, embora ainda
com recidivas relevantes [20,121,129,150,151], enquanto outras abordagens,
tais como aloenxertos, PRP, retalhos, substitutos cutaneos e terapias
emergentes, como pequenas moléculas inibitorias, substancias biolégicas, RNA
de interferéncia, terapia génica, células-tronco e moduladores epigenéticos, vém
sendo estudadas [8,20,26]. Assim, a investigacao de outros aspectos ainda n&o
abordados ou pouco explorados na etiopatogenia dos queloides é de
fundamental importancia como meio para o desenvolvimento de marcadores
diagnosticos e novas terapéuticas que possam ser mais eficazes no manejo
desta condicédo. Neste contexto, o microambiente da MEC exerce papel central
na progressdao do queloide, analogamente ao observado em tumores

desenvolvidos em contextos fibréticos [6].

No presente estudo, caracterizamos as alteragbes morfologicas e
moleculares em lesbes queloidianas, integrando analises histolégicas

quantitativas, escores histolégicos (KHS), expressao de tipos de colageno,
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microRNAs, e genes moduladores do colageno, permitindo a constru¢gdo de um
panorama abrangente do remodelamento dérmico associado ao queloide. Neste
contexto, o conjunto de dados do estudo mostrou que a evolucédo do queloide
segue um gradiente morfo-molecular, caracterizado pela transicdo de uma matriz
dérmica inicial, frouxa e rica em colageno lll, para um tecido progressivamente
mais denso, composto por colageno dos tipos | e V. Nas fases iniciais
predominam fibras finas e baixa hialinizacao, refletindo um remodelamento ainda
semelhante ao da derme normal. Com o avangco do processo, ocorre
desorganizacao fibrilar, espessamento das fibras e aumento da expresséo do
gene COLbSA2, indicando ativacao fibroblastica e maior deposicao de MEC. Nos
estagios mais avancados, a hialinizagcdo moderada ou intensa associa-se a
elevacao de tipos de colageno fibrilares e de miR-21-5p, microRNA que atua em
vias pro-fibréticas. Assim, sugerimos que a maturagdo do queloide resulta da
interacao entre alteracdes estruturais e mecanismos regulatérios mediados por
microRNAs, culminando em uma matriz rigida, espessa e persistentemente

fibrosada.

Uma avaliagao detalhada da casuistica do nosso estudo mostra uma
predominéncia de mulheres no grupo queloide (60%), o que & consistente com
relatos anteriores, que sugerem maior propensao feminina a formagao destas
cicatrizes, possivelmente associada a fatores hormonais e imunoldgicos
[1,4,8,152], embora haja autores que apontem inexisténcia de diferenca entre os
géneros [9]. O predominio de individuos autodeclarados pardos ou pretos (70%)
também corrobora estudos prévios, que indicam maior risco em populagdes com
maior fototipo cutaneo, reforcando o papel de fatores genéticos e pigmentares
na predisposigdo a fibrose queloidiana [5,8,14,84,145]. Quanto a idade dos
individuos com cicatrizes queloidianas, nosso grupo de estudo foi bastante
heterogéneo, composto por individuos com idades variando entre 15 e 57 anos
(média: 31 anos; mediana: 30 anos), em contraposigao ao relatado na literatura,
que aponta predominancia da doenga em criangas e adultos jovens, entre 10 e
30 anos de idade [8,9,145,152].

Quanto ao tempo de aparecimento das lesbes queloidianas, estas,

geralmente, se desenvolvem entre meses e um ano apdés a lesdo dérmica, mas
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os periodos de laténcia relatados podem variar de semanas a varias décadas

[12,152—154]. No entanto, este aspecto nao foi relevante em nosso estudo.

Embora sejam vistos e tratados como uma entidade unica, suas
apresentacoes clinicas sugerem heterogeneidade morfolégica, desde lesdes
mais superficiais e extensas, até aquelas com caracteristica nodular [155]. Deste
modo, a variabilidade de fendtipos clinicos e histolégicos acaba por dificultar a
interpretacdo das amostras teciduais dos pacientes acometidos.

No presente estudo, a analise histolégica das amostras queloidianas
revelou padrdo progressivo de remodelamento dérmico, com aumento da
espessura dérmica, desorganizagdo das fibras colagenas e hialinizacgéo,
caracteristicas compativeis com o processo de fibrose exacerbada tipico desta
doenca e que, isoladamente, corroboram achados anteriores de outros autores
[8,12,24,94,99,156]. As fibras colagenas espessadas e compactadas foram
atribuidas, segundo alguns autores, as ligacbes cruzadas das fibrilas de
colageno estabelecidas por moléculas envolvidas na montagem desta proteina,

como a lisil oxidase (LOX), mais expressas nessas cicatrizes [19].

Ja, a rarefagdo de fibras elasticas dérmicas encontrada em nossos
pacientes, estd em consonéncia com alguns autores, uma vez que, segundo
estudos prévios, embora haja aumento da elastina na derme profunda [5], a
expressao desregulada de proteinas de formacao de fibras elasticas acarreta
alteracao na composicao das microfibrilas e, consequentemente, na organizacao
destas em fibras maduras [41,94,157]. Em nosso estudo, a epiderme
sobrejacente aos queloides manteve-se, em geral, preservada, embora, em
alguns casos, tenha sido notada discreta acantose e aumento do numero de
melandcitos basais, em contraposicaéo a outros autores, que encontraram, nos
queloides, espessura epidérmica maior, associada ao seu “achatamento”
[4,78,82,94,158]. Os melandcitos, segundo alguns autores, estédo relacionados
ao aumento da expressado de colageno tipo | e de TGF-B, promovendo a
deposicao de MEC [9,159]

As incongruéncias, muitas vezes identificadas nos achados histologicos

queloidianos entre os diferentes estudos, se devem a existéncia de alteracdes
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dessas cicatrizes entre si e dentro de uma mesma cicatriz, ocasionando, por

vezes, alteragdes na interpretacao dos resultados obtidos [4]

Embora as caracteristicas histologicas presentes nos queloides tenham
sido bem descritas na literatura, estas aparecem, muitas vezes, como
manifestacbes estaticas desta condi¢do patolégica, ndo considerando o
processo dinamico de remodelamento dessas cicatrizes. Alguns autores
estudaram o padrao histologico dos queloides, no intuito de diferencia-los de
outras doencgas, como as cicatrizes hipertréficas [12,149]; outros, tentaram
avaliar algumas dessas caracteristicas na predi¢cao da recorréncia queloidiana
apo6s exérese [160]; ainda, alguns compararam o padrao histoldgico das lesdes
queloidianas a pele circundante, extra-lesional [19]. Lee et al., 2004, avaliaram
parametros histologicos de achatamento da epiderme, preservacao da derme
papilar, presenca de nédulos fibrosos, presenca de fasciculos fibrosos verticais,
fasciculos fibrosos horizontais, celularidade de fibroblastos, presenca de longas
faixas fibrosas horizontais semelhantes a fascias, observadas principalmente na
parte inferior das cicatrizes, presencga de colageno queloidal, vasos sanguineos
orientados verticalmente, substancia fundamental mucinosa, infiltrado
inflamatério na derme papilar e dentro das cicatrizes, desarranjo de
nddulos/fasciculos fibrosos e expressao de a actina de musculo liso (a-SMA), no

intuito de diferenciar queloides de cicatrizes hipertroficas [12].

Outrossim, alguns estudos avaliaram os diferentes compartimentos
dérmicos queloidianos, denominando-os de “derme papilar e reticular’, “derme
superficial e profunda”, ou “derme superficial, média e profunda” [161]. Jiao et
al., 2017, em seu estudo histolégico com 19 amostras queloidianas coradas por
H&E, imuno-histoquimica (para CD3/CD20), coloragdo com Sirius Red para a
arquitetura das fibras de colageno e ensaio de migracdo de fibroblastos,
verificaram que o colageno do tipo | esteve mais expresso na derme profunda do
que na superficial, em contraposi¢ao ao colageno do tipo lll, mais expresso na
camada superficial; ainda, este estudo mostrou que a derme superficial
apresentava fibroblastos e linfocitos ativos, diferentemente da camada dérmica
profunda, hialinizada e pouco celular. Segundo estes autores, a diferenciacao
entre as dermes papilar e reticular, claramente marcada em individuos com pele

normal, ndo é possivel naqueles com alteragdes queloidianas, tendo, entao,
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denominado os compartimentos dérmicos em superficial, médio e profundo. Este
artigo sugeriu que a formagao do queloide pode se iniciar na derme superficial
[161]. Outro estudo, de 2023, avaliou os diferentes compartimentos dérmicos
queloidianos, com foco na heterogeneidade dos fibroblastos intra e
interqueloides, por meio da analise de sua expressao génica e capacidades
funcionais, apontando que os fibroblastos reticulares centrais em queloides
nodulares expressaram niveis mais elevados de tipos de colageno maduros,
além de outros marcadores, sugerindo que a derme reticular seja uma importante
fonte de MEC e de colageno [155]. Nao obstante, outros autores realizaram
estudos de microscopia de geragdo de segundo harménico ou microscopia
multifotdbnica para mapear a orientagdo e a densidade do colageno em toda a
espessura da derme queloidiana; esses estudos evidenciaram diferengas
arquiteturais do colageno entre as camadas superficiais e profundas da derme.
Como exemplos, Jiang et al., 2011, demonstraram, por meio de microscopia
Optica de geragcdo de segundo harménico, que o colageno se distribui de
maneiras diversas nos queloides, com feixes espagados regularmente na derme
profunda, orientados aleatoriamente e dispostos frouxamente em um padrao de
malha fina na derme média, e organizados paralelamente na derme superficial
[162]. Ja Chen et al., 2011, revelaram, em seu estudo utilizando microscopia
multifotdbnica, aumento do colageno em ambos os compartimentos dérmicos,
denominados superficial e profundo, com feixes alinhados na derme superficial
e desorganizados na derme profunda [5]. Arbi et al., 2015, utilizando analises por
microscopia optica e microscopia eletrénica de transmissao, da fibrilogénese do
colageno e das interacbes celulares da derme queloidiana, observaram
formacao intracelular prematura de fibrilas de colageno, com anormalidades
ultraestruturais no processamento dessas fibrilas, e fagocitose de fibrilas de
colageno por mastocitos [163]. Por sua vez, Kaku et al., 2023, em estudo
utilizando microscopia optica e eletrbnica, imuno-histoquimica e proteémica
shotgun de proteinas do centro do queloide e da pele controle, verificaram que
o colageno queloidal apresentou didmetros de fibra mais finos e heterogéneos,
além de espagamento irregular; ainda, a protedbmica shotgun, neste estudo,
mostrou abundancia de colageno |, lll, VI, Xll e XIV no tecido queloidiano [164].
Também, em artigo de revisdo sobre a morfologia histolégica do queloide,

Jumper et al., 2015, relataram que essas cicatrizes apresentam epiderme
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espessada e achatada, com feixes de colageno hialinizados e dispostos de forma
desordenada predominando na derme, com subsequente obliteragao do limite
papilar-reticular, associado ao deslocamento e eventual destruicdo dos anexos
cutaneos; além disso, apontaram que essas cicatrizes apresentam uma
propor¢gao aumentada de colageno dos tipos I/lll e aumento na expressao de

varios componentes da matriz extracelular na derme reticular [158].

Contudo, embora analises histologicas dos diferentes compartimentos
dérmicos de queloides ja tenham sido descritas na literatura, ndo foram
identificados estudos que avaliassem o perfil dos principais tipos de colageno
cutaneo nesses compartimentos. Ainda que Jiao et al., 2017, tenham examinado
o colageno dos tipos | e lll na derme superficial e profunda, o método empregado,
coloragao por Sirius Red, apresenta menor especificidade para a identificacéo
dos tipos de colageno, quando comparado a imunofluorescéncia, utilizada em
nosso estudo. Além disso, avaliamos o perfil de distribuicdo do colageno tipo V
nesses compartimentos, proteina essencial para a regulagdo do didmetro das
fibrilas de colageno | e lll, conforme previamente detalhado, o que nos permitiu
oferecer uma caracterizagao mais abrangente do comportamento do colageno

cutaneo queloidiano.

Desta forma, no presente estudo avaliamos, individualmente, cada
compartimento dérmico e propusemos um escore de classificagdo histologica
baseado no grau de remodelamento cutaneo queloidiano, propondo, assim, um
estadiamento da doenca nos diferentes pacientes, bem como localizando, de
modo mais preciso, as alteragdes dérmicas dos tipos mais importantes de
colageno da pele humana, o que pode favorecer a compreensao do mecanismo
etiopatogénico da doenca e o desenvolvimento de terapias dirigidas para

diferentes estagios do remodelamento tecidual.

O escore proposto, denominado de escore KHS (Keloid Histologic Scar),
levou em consideragao sete parametros histolégicos principais, sendo esses:
organizacgao das fibras colagenas, espessura das fibras, grau de hialinizagao da
matriz dérmica, grau de celularidade (de células mesenquimais fusocelulares),
grau de vascularizagéo, infiltrado inflamatorio e grau de alteragdes epidérmicas.
A correlagao estabelecida entre organizagao das fibras, espessura e hialinizagéo

do colageno dérmico refletiu diferentes estagios de maturagédo do queloide.
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Ao se relacionar o escore proposto as caracteristicas clinicas dos
individuos participantes do estudo, obtivemos, em relagdo a organizagao das
fibras colagenas, auséncia de associagao significativa entre este parametro e as
variaveis idade, género, etnia/raca ou tempo de evolugao da lesdo; no entanto,
a diferenga estatisticamente significativa para este paradmetro entre os grupos
queloide e controle, revelou a acentuada desorganizagao fibrilar e hialinizagéo
dérmica presente nessas lesbes fibrosas, e confirmou que o escore de
organizagado colagena ¢ um marcador morfolégico sensivel para distinguir o
tecido queloidiano da pele normal, refletindo o processo de remodelamento

exacerbado caracteristico desta condigao.

by

Quanto a analise da espessura das fibras colagenas, também houve
diferencga significante entre os grupos queloide e controle, refletindo um aumento
progressivo da espessura e compactagao das fibras colagenas nas lesbes
fibrosas e, clinicamente, a maior tendéncia de associacado encontrada entre um
maior tempo de evolugdo da doencga e a presenca de fibras grossas, o que
sugere que o espessamento fibrilar pode estar relacionado a progresséo
temporal do queloide. Zhou et al., 2020, a despeito de relatarem a presenca de
feixes de colageno densamente organizados na derme queloidiana em amostras
de tecido corados com H&E e tricromico de Masson, verificaram que estes nao
sdo tdo maduros quanto os da pele normal adjacente, sendo, portanto, mais finos
[19]; este achado pode estar relacionado a fase de remodelamento cicatricial em

que as amostras do estudo se encontravam.

Considerando-se a hialinizagdo do colageno, também inexistiram
diferengas significantes em relagdo a idade, género, etnia/raga ou tempo de
evolugao da lesao; porém, foi observada diferenga significativa entre os grupos
mencionados, sobretudo dos escores moderado e denso nos pacientes
portadores de queloide, reforcando o carater progressivamente fibrosante
dessas lesdes. A hialinizagdo € o termo morfolégico para a aparéncia
homogénea, eosinofilica e vitrea de areas de tecido conjuntivo, especialmente
ricas em colageno. Do ponto de vista molecular e bioquimico, ela reflete uma
modificagao pds-traducional e estrutural das fibras colagenas, caracterizada por:
excesso de ligagdes cruzadas covalentes sob estimulos crénicos (ex.: hipdxia,

inflamacé&o, radicais livres, glicacdo) entre moléculas de tropocolageno, que
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configurardo o colageno maduro (especialmente dos tipos | e Ill); desnaturagéo
parcial e perda da organizacao fibrilar, o que explica a aparéncia “vitrea” (hialina)
na coloragao H&E; deposi¢cao de proteinas plasmaticas e glicoproteinas nao
colagenas (ex: fibrina, imunoglobulinas, albumina), que acentuam o carater
hialino e contribuem para a homogeneizacgéao optica; redugéo da hidratagéo e da
matriz amorfa (composta por acido hialurdnico, proteoglicanos), com menor
birrefringéncia e maior densidade Optica) [31,48,165-167]. A alteracéo
moderada de densidade/hialinizagéo, e significativa de organizag&o das fibras
colagenas, classificada por meio do escore KHS proposto, refletem o predominio
de feixes colagénicos compactos eosinofilicos e com perda da orientagao fibrilar,
sobretudo na derme reticular. Estes achados corroboram com outros autores,
que, muitas vezes, denominam este colageno eosinofilico espesso e vitreo, que
forma espirais € nodulos hialinizados, de colageno queloidal [8,12,19,94]; no
entanto, esta alteracdo do colageno nem sempre esta presente nos queloides.
Ainda, em relacao a hialinizagdo do colageno e o tempo de evolugao da leséao,
Matsumoto et al., 2017, em estudo histologico com queloides de I6bulo de orelha,
apontaram que, no estagio inicial, essas lesées apresentavam pouco colageno
queloidal hialinizado, com tendéncia de localizagdo em regides perivasculares,
ao passo que, nos estagios mais avangados, o colageno hialinizado se
encontrava altamente agregado, formando uma regidao espessa em forma de
‘rosca mordida”, com correlagao positiva entre a propor¢cao da area com este
tipo de colageno e o tempo de existéncia do queloide, o que difere dos achados
de nosso estudo, que ndo identificou correlagdo entre a hialinizagdo e o tempo

de existéncia da doenca [154].

Com referéncia a celularidade (células mesenquimais fusocelulares),
indicadora do nivel de atividade e remodelacdo dessas cicatrizes, por meio da
deposig¢ao de colageno na MEC, embora ndo tenha havido diferenga relevante
para os parametros idade, género, etnia/raca e tempo de evolugao da leséo, o
mesmo nao ocorreu entre os grupos queloide e controle, denotando o carater
hipercelular caracteristico dessas lesdes, e sugerindo maior atividade de células
mesenquimais fusocelulares, associada a deposi¢cao exacerbada de colageno.
Esta densidade celular dérmica variou segundo o padrao histoloégico queloidiano;

enquanto padrées lineares apresentaram numero regular de células
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mesenquimais fusocelulares e arquitetura fibrilar paralela, os padrées misto e
nodular revelaram predominio das mesmas células distribuidas entre os feixes
colagenos, com discreta infiltragao inflamatéria mononuclear perivascular. Na
maior parte de nossas amostras, o aumento da celularidade mesenquimal
fusocelular identificada, com células fusiformes de nucleo alongado, incluindo os
fibroblastos, também se alinha com outros estudos, que apontam, como padrao
geral dessas cicatrizes, a presenca de derme hipercelular, com fibroblastos em
numero aumentado e mais ativos [4,14,163], acarretando a deposi¢cao de MEC

e contribuindo para o fenétipo queloidiano, [159].

Em relagao a vascularizagao, igualmente a outros parametros do escore,
nao foram observadas diferengas significativas em relagéo a idade, etnia/raga ou
tempo de evolugdo da lesédo, porém verificou-se diferencga significativa entre os
géneros; na comparacgao entre os grupos do estudo, queloide e controle, os
pacientes com queloide exibiram predominio de escores indicativos de aumento
da vascularizagdo, refletindo o componente angiogénico associado a
fibrogénese queloidiana. Neste aspecto, ndo foram identificados estudos que
tenham avaliado as diferengas histolégicas da vascularizagdo das cicatrizes
queloidianas entre os diferentes géneros; esta analise sugere que, se as
caracteristicas vasculares nesta doenca diferem entre os sexos, os tratamentos
que tenham como alvo a angiogénese ou a perfusdo destas lesdes, poderéao

exigir adaptagdes especificas para cada sexo.

Quanto ao infiltrado inflamatério, a semelhangca de outros parametros
analisados, nao foram observadas diferengas significativas em relagao a idade,
género, etnia/raga ou tempo de evolugdo da lesdo; ndo obstante, houve
diferenca significativa entre os grupos clinicos, com predominio de escores
indicativos de aumento do infiltrado inflamatério no grupo queloide, o que reforga
a participacao de mecanismos inflamatérios persistentes na lesdo queloidiana,
contribuindo para a manutencgao da fibrose. A presencga de infiltrado inflamatério
predominantemente linfomononuclear, localizado nas regides perivasculares e
periféricas da lesdo queloidiana difere de alguns relatos da literatura, que
apontam a presenca de linfécitos em quantidade variavel, enquanto ocorre

aumento de mastécitos e macréfagos nessas lesoes [4,14,163].
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Ainda, na analise do escore das alteracbes epidérmicas da coorte
avaliada, foram encontrados hiperplasia, aplanamento das cristas interpapilares
e alteracbes nos anexos cutaneos, aspectos frequentemente associados a
tensdo mecanica local e a presenca de fibrose dérmica subjacente. Os achados
significativos entre os grupos, de predominio de escores elevados, com
hiperplasia epidérmica discreta a moderada, aplanamento das cristas
interpapilares e redugcao ou auséncia de anexos cutaneos nas areas de fibrose
densa do grupo queloide, deflagraram o impacto do remodelamento dérmico

sobre a arquitetura epidérmica.

Os maiores escores, atingidos para vascularizagdo e alteracoes
epidérmicas, indicam um processo de remodelamento tecidual caracteristico das
lesbes queloidianas, marcado por intensa deposicdo de MEC e reorganizagao
vascular e epidérmica associadas a fibrose dérmica. Uma vez que nossas
amostras foram coletadas da periferia das cicatrizes queloidianas, os resultados
obtidos em relagao a vascularizagao corroboram estudos prévios, que indicam
maior angiogénese nessas regides dos queloides [24,94,168,169]. Contudo, ndo
ha consenso na literatura, que aponta que a vascularizacao nessas lesdes é
variavel, podendo estar aumentada ou diminuida [4,85] possivelmente, como
fruto do estagio de remodelamento ou da regido da lesdo avaliada nesses
estudos. Alguns autores que evidenciaram aumento de vasos em pacientes
portadores de queloides, também apontaram aumento da oclusao capilar e dos
marcadores endoteliais endotelina e HIF-1a [85]. O aumento da espessura e o
achatamento epidérmico, encontrados em nosso estudo, corroboram com o
relatado por outros autores [4,78,82]. Em sintese, a analise histologica de nossas
amostras apontou variacédo, desde lesdes queloidianas de padrao linear, com
pequenas alteragdes histologicas diferenciando-as da pele normal, passando por
lesdes classificadas como de padrao misto, nas quais identificou-se alternancia
entre regides de colageno denso e areas menos compactas com células
mesenquimais fusocelulares e pouca vascularizacdo, até lesbes com padrao
nodular, com grandes agregados concéntricos de fibras colagenas hialinizadas,
delimitados por zonas de transicdo com maior celularidade e vasos de pequeno

calibre, sugerindo remodelamento tecidual ativo.
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A integracdo dos escores histologicos reforga a existéncia desses
estagios morfologicos, relacionando o espessamento do colageno, a
hialinizacao, a vascularizagao, a inflamacéao e as alteragcdes epidérmicas com a
maturacédo e progresséo fibrosa do queloide. Ou seja, escores elevados de KHS
coincidem com maior espessura e densidade de colageno hialinizado,
vascularizagdo aumentada e infiltrado inflamatério, evidenciando um fendétipo
ativo. Ao contrario, os escores mais baixos, com fibras finas e organizagao linear,
predominaram nas amostras controle, confirmando a patologia progressiva e
distintiva do queloide. Esses achados indicam que o escore KHS ndo apenas
destaca diferencas morfolégicas, mas também expressa diferentes estados
funcionais na regulagao e sintese das fibras colagenas, refletindo a complexa
dinamica da fibrogénese queloidiana. Ainda, a auséncia de associagéo
significativa entre idade do paciente ou tempo de existéncia da leséo e os
escores histologicos, sugere que a progressdo do queloide pode estar
possivelmente mais ligada a mecanismos moleculares intrinsecos do que de

fatores temporais isolados.

Além da avaliagdo histolégica, a analise quantitativa da expresséo de
colageno e de marcadores moleculares na coorte estudada, permitiu caracterizar
o perfil da MEC e os possiveis mecanismos de remodelamento no tecido
queloidiano. Os tipos de colageno |, lll e V, imunomarcados, foram avaliados nos
compartimentos dérmicos, papilar e reticular, em ambos os grupos do estudo.
Esta analise revelou diferengas significativas para o colageno dos tipos Ill e V
papilar, e colageno tipo V reticular entre os grupos. O Col lll apresentou maior
expressao que Col | e Col V na derme papilar, sugerindo uma perpetuacao do
remodelamento matricial, com aumento e persisténcia do colageno tipo Ill, mais
imaturo. No entanto, € de fundamental importancia, neste aspecto, considerar
que a auséncia de diferencas significativas entre os grupos do estudo para o
colageno dos tipos | papilar, | reticular e Il reticular ndo indica, obrigatoriamente,
que estes nao estejam expressos de modo relevante nas amostras queloidianas.
Ocorre que, em estagios mais acentuados da doenca, esses tipos de colageno
estdo presentes no tecido queloidiano sob a forma hialinizada, sobretudo na
derme reticular; nesses casos, mesmo presentes em quantidades consideraveis,

o0 aumento das ligagbes cruzadas nas moléculas de colageno pode prejudicar o
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reconhecimento de seus epitopos (menor por¢do de um antigeno que é
reconhecida por um anticorpo), tornando-os menos acessiveis para a

imunomarcacao.

Para dirimir possiveis duvidas e incongruéncias nos resultados do
presente estudo, conforme relatado na avaliacdo histolégica das amostras,
realizou-se coloracao destas por tricromico de Masson. Esta coloragao, que
utiliza, como um dos componentes, 0 azul de anilina ou verde de luz, promove a
coloragao azul intensa das fibras hialinizadas de colageno, por razdes fisico-
quimicas (predominio de cargas negativas na matriz colagena densificada, perda
de proteinas citoplasmaticas ou matriz amorfa e maior densidade O&ptica e
afinidade por corantes acidos), identificando, assim, a presenca de fibras de
colageno total em nossas amostras [170—172]. Neste sentido, alguns autores
corroboram a ocorréncia do aumento de fibras desorganizadas de ambos os
tipos de colageno | e lll, na fase de remodelamento cicatricial dessas lesbes,
tanto pela deposicao excessiva de colageno tipo |, quanto pela nao substituicao
do colageno lll, pelo tipo | [8,99]; outros, apontam a presenca de fibrilas mais
finas, abundantes, predominantemente de colageno tipo Ill, mais imaturo,
entremeadas por algumas regiées de colageno hialinizado [98], o que reforga a
presenca de colageno do tipo | nessas areas, de dificil marcacao, pelos motivos
anteriormente explanados. As fibrilas imaturas formadas neste processo,
segundo Zhou et al., 2021, ocorreriam, em parte, pelo incremento da produgéo
de proteoglicanos hidrofilicos, que aumentam o conteudo hidrico nessas
cicatrizes, contribuindo para a relatada alteragdo molecular do colageno [19]. No
presente estudo, também, demonstramos que a diferenca de expressao de
colageno entre a derme papilar e reticular foi mais evidente para o Col V, com
maior deposicéo na regido papilar. Neste contexto, Hasebe et al., 2018, em seu
estudo em pele sadia, ja haviam demonstrado expressao significativamente
maior do Col V na derme papilar, cerca de 184um abaixo da membrana basal,
enquanto os tipos de colageno | e Ill se apresentaram uniformemente
distribuidos na derme [42]. Zhou et al., 2021, também demonstraram aumento
na expressao de Col V e lumican, ambos conhecidos por interferirem na
montagem das fibrilas de colageno, em individuos portadores de cicatrizes

qgueloidianas, por meio de analise imunohistoquimica, em estudo com numero
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de participantes semelhante ao presente estudo; no entanto, esses autores
compararam sitios cutaneos distintos (intralesional e extralesional) em amostras
de pele de cada paciente portador da alteracdo queloidiana, e tal analise nao
levou em consideracgéo os diferentes compartimentos dérmicos [19]. Mak et al.,
2016, sugeriram que, uma vez que o Col V regula o diametro das fibrilas
heterotipicas de Col I/V, a medida que a proporcao entre Col V e Col | aumenta,
o diametro destas fibrilas heterotipicas Col I/V diminui; neste aspecto, nosso
estudo sugere que, o Col V nao esteja desempenhando a sua fungéo fisiologica
de regulacao do didmetro das fibrilas e agente nucleador da fibrilogénese, uma
vez que as fibras constituidas pelo colageno dos tipos | e V, neste caso, resultam

em fibras grossas, aparentemente com inibicao desta regulacao.

Além da regulagao do didmetro das fibrilas heterotipicas, alguns autores
sugerem que o Col V atua na inibicao da diferenciacao de fibroblastos, por meio
da manutencgao das células-tronco dérmicas em estagio indiferenciado na derme
papilar (Hasebe et al., 2018); outros, ainda, relatam possivel contribuicao deste
colageno na diferenciacdo da epiderme. Roulet et al., 2006, ao estudar o
desenvolvimento embrionario de ratos, verificaram sinais da cadeia Pro-a1(V)
presente unicamente nas células achatadas ectodérmicas, com 10,5 dias apoés
a concepg¢ao, enquanto que com 12,5 dias, época em que essas células se
tornam cuboidais, 0 mesmo sinal passou a ser detectado em fibroblastos
dérmicos; a medida que ocorreu o desenvolvimento embrionario, neste estudo,
as cadeias a1(V) passaram a ser mormente encontradas na derme papilar, tendo
decaido ao nascimento [77]. Corroborando o papel deste colageno na formacéao
dos tecidos conjuntivos, Kihara et al., 2008, mostraram, em seu estudo com
administragéo de Col V ex6geno em cultura de fibroblastos em varios estagios
do desenvolvimento (fetal, neonatal e adulto), que este colageno forma fibrilas
que se acumulam nos espacos intercelulares, atuando como um material de
adesao entre essas células, com formacao de conglomerados celulares; este
fendbmeno é comandado pelo movimento celular e pelas propriedades de
aderéncia das fibrilas de Col V, que estabelece essas conexdes celulares. Esse
padrao reforca o importante papel do Col V na organizacao tecidual e nas
interacdes intercelulares, em especial nos diferentes estagios do

desenvolvimento, e durante o processo de cicatrizagéo [72].
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Além da doenca queloidiana, o colageno dos tipos I, lll e V desempenham
papel fundamental em outras condigdes patoldégicas do corpo humano,

destacando a importancia de investiga-los de modo mais abrangente.

A proporc¢ao entre o colageno dos tipos | e lll configura um eixo central de
regulacdo da homeostase da MEC, e seu desbalancgo esta diretamente envolvido
em processos patolégicos que incluem fibrose, remodelag¢ao tumoral, desordens
cutdneas e alteragbes mecéanicas dos tecidos [55]. Em doencas fibréticas
sistémicas, como a esclerose sistémica e condigdes escleroderma-similes,
observa-se acumulo exacerbado desses tipos de colageno, especialmente do
tipo |, promovendo rigidez e perda de funcao [173,174]. Tanto o colageno |
quanto o lll também se elevam em quadros de fibrose cardiaca, pulmonar, renal
e hepatica, sendo o colageno Ill um biomarcador relevante do grau de fibrose
[68,175,176]. Em tecidos cutaneos, alteragbes nesta razdo modulam
intensamente os processos cicatriciais: em hanseniase, por exemplo, ha
reducao progressiva de colageno |, com aumento relativo de colageno Il [177],
enquanto em feridas crénicas diabéticas, a hiporregulacdo do tipo | e
hiperregulacdo do tipo lll contribuem para cicatrizacado deficiente e rigidez

exacerbada da matriz [62].

Como mencionado anteriormente, o Col V exerce papel fundamental na
organizagdo da MEC, atuando como regulador central da fibrilogénese e da
interacdo entre os tipos de colageno e macromoléculas estruturais, o que
condiciona propriedades mecanicas teciduais, adesao e funcdes celulares [73].
A partir dessa fungao matricial essencial, alteragdes quantitativas ou qualitativas
do Col V estdo implicadas em diversas doengas cuténeas, fibroticas e
neoplasicas [37,73,77]. Nas doencas hereditarias do tecido conjuntivo,
especialmente na Sindrome de Ehlers—Danlos classica, mutagdes nos genes
COL5A1 ou COLSA2 prejudicam a fibrilogénese do Col V, resultando em pele
macia, distensivel e fragil, cicatrizacdo anémala, hipermobilidade articular e
fragilidade generalizada da MEC; em alguns casos observam-se também

alteragdes da transparéncia corneana [73,77,178].

Em relacao as doencas cutaneas adquiridas, o Col V encontra-se alterado
especialmente em condic¢des fibréticas. Na esclerodermia, ha remodelamento

anémalo da MEC, caracterizado por espessamento e distor¢cao das fibrilas de
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Col V, vinculadas a alteragcbées de sua glicosilagdo e formacédo de agregados
densos [73]. Durante o processo de cicatrizacdo, o Col V é intensamente
expresso no tecido de granulagao, aumentando a proporgao Col V/Col | quando
comparado a pele integra, indicando participacao na maturacéo da matriz e na
modulagdo da resposta fibroblastica [73]. A literatura também aponta que o
aumento do Col V dérmico pode favorecer interagcdes anédmalas entre epiderme
e derme, contribuindo para o desenvolvimento e progressao de cancer de pele,
achado igualmente documentado no carcinoma mamario e em focos neoplasicos

hepaticos [73].

O envolvimento do Col V em processos tumorais € amplo e
biologicamente relevante. A cadeia a2(V) desempenha fungdes na regulagéo
imunolégica, angiogénese, invasdo e metastase, estando aumentada em
neoplasias como cancer colorretal, de bexiga, prostata, estémago e pulméao,
onde se relaciona a progressdao tumoral e ao prognéstico [73]. No
adenocarcinoma de pulmao, Gaozhong et al., 2025, demonstraram que a cadeia
a2(V) esta aumentada e se correlaciona com a polarizacao de macréfagos M2,
contribuindo para a manutencéo de um microambiente tumoral anti-inflamatério
e permissivo a disseminacao celular [47]. No cancer gastrico, o gene COL5A1
apresenta alta expressao e forte correlagdo com multiplos tipos celulares do
microambiente imune, sendo proposto como marcador prognéstico e fator de
risco associado ao grau de diferenciagcdo tumoral [179]. Em glioblastoma
multiforme, o COL5A1 foi implicado na regulacdo da anoikis (morte celular
dependente de ancoragem ou apoptose por perda de adeséo) e na promocgao da
malignidade tumoral via Wnt/pB-catenina, contribuindo para pior desfecho clinico
[179]. No cancer pancreatico, o Col V influencia a migragao, viabilidade e adesao
celular, favorecendo o potencial metastatico [62]. Esses dados reforcam que o
Col V nao é apenas um componente estrutural, mas um modulador ativo do

microambiente tumoral.

Nos processos fibréticos, o Col V atua como mediador central de
remodelacao tecidual. Na fibrose pulmonar intersticial, tanto na fibrose pulmonar
idiopatica (FPI) quanto na esclerose sistémica (ES), o Col V encontra-se
superexpresso nos septos alveolares e paredes arteriais, refletindo a gravidade
da fibrose e podendo induzir apoptose endotelial na ES, além de desencadear
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autoimunidade na FPIl, por meio de autoanticorpos anti-Col V [73]. A
autoimunidade relacionada ao Col V tem sido observada também em lupus
eritematoso sistémico e vasculites, bem como em receptores de transplante
pulmonar, nos quais células T especificas para Col V estao associadas a rejeigéo
[69]. Alteracdes fibréticas mediadas pelo Col V estendem-se a multiplos 6rgéos:
no coracao, sua deficiéncia pode aumentar a area cicatricial apds lesbes
miocardicas, enquanto sua elevacao correlaciona-se com maior numero de
fibroblastos e niveis de TGF-31 na fibrilagao atrial crénica [62]. Na aterosclerose,
o Col V acumula-se de maneira proeminente na intima aértica, formando placas
fiborosas mais densas que as associadas a colageno dos tipos I,
acompanhadas por proliferacao de células musculares lisas e aumento de TGF-
B1; além disso, a formacao de homotrimeros a1(V)s cria neoepitopos capazes
de desencadear respostas autoimunes anti-Col V [73]. No rim, o acumulo
intersticial de Col V se associa a fibrose tubulo-intersticial mediada por TGF-f31,
cuja intensidade se correlaciona com a gravidade da lesdo. No tecido adiposo
de individuos com obesidade e resisténcia insulinica, a deposi¢cao de Col V em
areas fibréticas e vasos de maior calibre prejudica a expansao adipocitaria e
contribui para rigidez tecidual e disfungdo metabdlica [73]. No figado, o Col V, ja
presente na MEC fisiolégica, apresenta acumulo acentuado nas regides
perisinusoidais e pericelulares em quadros de cirrose e cirrose alcodlica [73].
Ainda, alteracdes persistentes da taxa de renovacao desse colageno foram
associadas a patogénese das hérnias inguinais, sugerindo seu papel na
fragilidade da parede abdominal [180].

Em conjunto, esses achados demonstram que o Col V desempenha papel
multifacetado e decisivo na biologia tecidual: quando reduzido ou
estruturalmente anémalo, contribui para fragilidade cutanea e disfuncbes
hereditarias da MEC; quando aumentado, participa da manutencao e progressao
de fibroses e remodelacao tumoral; e quando alvo de resposta imune, favorece
o estabelecimento de processos autoimunes e inflamatérios crénicos. A soma
dessas evidéncias refor¢ca a relevancia do Col V como elemento estruturante,
imunomodulador e dinamicamente envolvido em doencas cutaneas, tumorais e

fibréticas.
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Quanto aos mecanismos epigenéticos, nossos resultados mostraram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, queloide e controle,
em relacao aos microRNAs miR21-5p e miR199a-3p, e os MRNAs dos genes
COL1A1, COL3A1, COL5A1e COL5A2.

A analise do tamanho do efeito (r) revelou magnitudes moderadas a
grandes para a maioria dos marcadores fibréticos e pro-fibréticos, indicando
relevancia biolégica expressiva das diferencas observadas entre os grupos.
Destacam-se o Col V (papilar e reticular) e os microRNAs miR-21 e miR-199,
que apresentaram os maiores tamanhos de efeito, corroborando sua
participacao central nos processos de remodelamento e deposi¢cao exacerbada
de MEC caracteristicos das lesées queloidianas. Ressalta-se, neste aspecto,
gue a analise do tamanho do efeito € uma medida estatistica que quantifica a
magnitude da diferenga, associagcdo ou impacto observado em um estudo,
independentemente do tamanho da amostra. Ela complementa o valor de p,
mostrando o quanto uma intervencao ou diferenca é relevante na pratica, e ndo
apenas se é estatisticamente significativa. Segundo Cohen, 1988, e referéncias
subsequentes, o coeficiente “r’ pode ser interpretado do seguinte modo: de 0,10
a 0,29, corresponde a um efeito pequeno, com diferenca discreta e baixo
impacto pratico; de 0,30 a 0,49, corresponde a um efeito moderado, com
diferenca relevante e impacto médio; = 0,50, corresponde a um efeito grande,

com diferenga acentuada e impacto biolégico importante [144].

Os microRNAs, 21 e 199 foram os escolhidos, no presente estudo, como
alvos para investigacao. Isto porque o primeiro, miR-21, de conhecida acao pro-
fibrética, embora amplamente descrito em doencas fibroticas e de outras
naturezas, carece de conhecimento especifico a respeito de sua acdo na
modulagao do colageno na MEC queloidiana, sobretudo do Col V. J&, o segundo,
miR-199, descrito em varias doencas, sobretudo neoplasicas, com efeito variavel
segundo o tipo de tumor, apresenta também atuacdo em doencas fibréticas,
incluindo os queloides, nos quais parece ter papel anti-fibrético. No entanto, ao
contrario do miR-21, o papel do miR-199 nos processos fibréticos, sobretudo nas
cicatrizes queloidianas, foi pouco estudado até o momento, sem associacédo com
as alteracées morfolégicas de cada compartimento dérmico, sendo sua atuacao

na modulagéo matricial do queloide, também, de grande interesse.O miR-21, um
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dos microRNAs mais consistentemente expressos em doencas fibréticas,
sobretudo o miR-21-5p, sabidamente, condiciona a formacéo de queloides por
meio da acado na proliferacao e apoptose de fibroblastos queloidianos e da
regulacdo negativa da proteina Smad?7, pela via de sinalizacdo TGF-B/Smad,
com acao pro-fibrética, conforme mencionado [6,21,26,121,122,181]. O aumento
da expressao do miR-21-5p nas cicatrizes queloidianas dos pacientes de nossa
coorte corrobora seu carater pro-fibrético, estando em consonancia com o

descrito na literatura.

Além dos queloides, dados da literatura apontam aumento dos niveis de
miR-21 em processos fibréticos no coracéo, rins, pulmdes, pele e em tumores.
No coracgao, parece atuar na remodelagao patolégica, com desencadeamento da
fibrose; na fibrose pulmonar, o aumento de sua expressao promove a transi¢ao
epitélio-mesenquimal das células epiteliais pulmonares; encontra-se também
aumentado no epitélio tubular renal ap6s lesées de isquemia / reperfusao, com
objetivo de evitar a morte celular, podendo acarretar a fibrose renal e estando,
nesses casos, aumentado nao so nos fibroblastos, mas também em nivel sérico;
no sistema nervoso central, também apresenta aumento de expressido em
situagdes de lesdes traumaticas, no sitio da injuria; ainda, o aumento deste
microRNA foi detectado no figado, ap6s experimentos de fibrose hepatica,

estando relacionado a fibrose da esclerodermia [122].

Outrossim, Rodrigues et al., 2023, apontaram, em seu estudo com
pacientes de dois grupos, o primeiro com doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica, e o segundo com carcinoma hepatocelular, que o miR-21-5p € um
indutor chave no processo de progresséo da doenca hepatica gordurosa nao
alcoolica, da simples esteatose até a esteatohepatite ndo alcolica (NASH), e a
carcinogénese associada a esta ultima [140]. Outro estudo revelou associacao
do miR-21 e do miR-199 com o desenvolvimento de hipertensao tipo H,
relacionada a hiperhomocisteinemia em Cazaques, na China [182]. Ainda,
alguns autores mostram que, na epiderme queloidiana, a expressao aumentada
do miR-21 promove a proliferacao, migracao, invasao e reducao da apoptose de
queratinécitos [111]. Este microRNA propicia a migracdo celular e a

reepitelizacdo das feridas, por meio da agao sobre a TIMP3 (inibidor tecidual de
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metaloproteinase 3) e a TIAM1 (invasdo e metastase do linfoma de células
T1) [116].

Ja o miR-199a-3p, altamente expresso nos queloides em nosso estudo,
foi mormente descrito, na literatura, para doencas nao queloidianas, estando
associado ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 (DM2) grave e de DM2
associado a doenca cardiaca coronariana [125], contribuindo para a
sobrevivéncia tumoral na Sindrome de Sézary [123], inibindo a resposta
inflamatéria e promovendo autofagia de condrocitos na osteoartrite [127],
promovendo estimulo de apoptose em células cancerigenas A549 [123], estando
inibido em células de hepatocarcinoma [108], bem como no cancer de mama
altamente metastatico [123]. Deste modo, sua acao é variavel, de acordo com o
tipo de doenca em que participa. Nos queloides, alguns autores descrevem a
atuacao do miR-199a-5p, que teria acao anti-fibrética e estaria menos expresso
nesta condicao patoldgica [108,116,139]; a despeito de ter sido estudado em
outras condicoes fibréticas [6,135,136], ndo foram identificados estudos que
apontem o papel do miR 199a-3p nas cicatrizes queloidianas, levando-nos a
sugerir, de acordo com nossos resultados de aumento da expressao deste
microRNA no grupo queloide, que, nesta doencga, o miR-199a-3p tenha papel

pré-fibrético.

Em relagdo ao aumento significativo da expressdo dos marcadores
genéticos COL1A1, COL3A1, COL5A1e COL5A2 mRNAs, nos pacientes com
queloide de nossa coorte, esses achados se relacionam, diretamente, com a
expressao proteica aumentada para esses tipos de colageno. Embora, como ja
mencionado, este aumento de expressdo nao tenha sido significativo, na
comparacéo entre grupos, para o colageno dos tipos | papilar, | reticular e lll
reticular, o aumento da expressdo dos mRNAs de seus respectivos genes
codificadores, COL1A e COL3A1, indicam que o colageno dos tipos | e lll foram
sintetizados, corroborando a hipétese de que a imunomarcagao destas
proteinas, sobretudo a do colageno do tipo I, ndo tenha refletido o real conteudo
proteico presente nos queloides, uma vez que a presenca de colageno

hialinizado acarretou prejuizo da exposicao e identificacao de seus epitopos.

Ao se realizar a integracao entre os parametros do escore histologico

KHS com os marcadores moleculares de nosso estudo, obtivemos que, em
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relacdo a organizacao das fibras de colageno, sua correlagdo com os
marcadores de interesse apontou diferenca para a presenca de Col V papilar e
COL5A2, com maior expressdo desses marcadores em queloides com
organizagcao nodular, quando comparada a organizagao linear. Este achado
reflete o importante papel do Col V na patogénese queloidiana, possivelmente
relacionado a tentativa, de promover a regulacdo do didametro das fibrilas
heterotipicas e o consequente acumulo de colageno desorganizado na matriz
extracelular do sitio da lesao, sugerindo disfungéo deste colageno nos queloides.
Quanto ao escore de espessura das fibras de colageno, nossos dados mostram
aumento significante de colageno tipo lll reticular, nas amostras classificadas
com escore misto em comparacdo as de fibras finas, sugerindo uma
reorganizacdo diferencial dos tipos de colageno conforme o grau de
espessamento fibrilar, possivelmente refletindo fases distintas de

remodelamento da matriz dérmica.

Quanto as diferencas significativas encontradas entre o escore de
hialinizacao do colageno e o colageno dos tipos | e V papilares, miR-21, COL5A2
e COL3A1, tais achados indicam que a hialinizacdo dérmica esta intimamente
associada a regulacao diferencial dos tipos de colageno fibrilares (I, lll e V) e de
miR-21, sugerindo um padrao ativo de remodelamento molecular durante o
processo de maturacdo e compactacdo da matriz de colageno no queloide.
Neste aspecto, acreditamos que o miR-21, sabidamente proé-fibrético, poderia
regular, epigeneticamente, a sintese destes tipos de colageno mais expressos
e/ou a funcao do Col V. O papel do Col V e dos genes COL5A7 e COL5A2 na
génese das cicatrizes queloidianas ainda € pouco relatado na literatura, com
alguns estudos corroborando o aumento desses marcadores encontrados em
nosso estudo [19,183,184]. Além disso, alguns autores apontam que o gene
COL3A1 esta orientado em sequéncia com o gene COL5A2, com 22 kb entre
eles, e que um estudo filogenético desses dois genes em humanos, baseado nas
sequéncias dos dominios carboxi (C) terminais, indicou que esses,
possivelmente, evoluiram de um gene ancestral comum [58], o que pode explicar

0 aumento de expressao conjunta destes no ambito patolégico dos queloides.

Em relacdo a correlagdo entre a celularidade do mesénquima e os

marcadores do estudo, destacam-se: as diferencas significantes encontradas
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entre o colageno dos tipos lll e V papilares, com maior expressdo em pacientes
com aumento da celularidade de forma discreta/moderada, comparada a
celularidade normal; além desses, ha diferenca na expressao do Col V reticular,
aumentado no grupo com aumento da celularidade de forma discreta/moderada,
em comparagao aos demais grupos. Estes achados sugerem uma relacao direta
entre as células mesenquimais fusocelulares, dentre elas os fibroblastos,
presentes em quantidade aumentada no tecido conjuntivo queloidiano e sua
maior atividade, com aumento da sintese de colageno fibrilar por estas células.
O aumento da celularidade, sobretudo dos fibroblastos residentes do tecido
dérmico, nas cicatrizes queloidianas, s&o corroboradas por diversos estudos
[4,6,159,163].

Correlacionando-se a vascularizagdo tecidual com os marcadores
moleculares e estruturais avaliados em toda a casuistica, as diferencas
significativas observadas para a expressao de colageno tipo | papilar, Col V
papilar, miR-21 e miR-199, indicam, em conjunto, que os queloides mais ativos,
isto é, que estdo em franca fase de remodelamento, apresentam maior
deposicao de colageno dos tipos | e V e maior vascularizag¢ao, processo regulado
epigeneticamente por microRNAs pro-fibréticos, como o miR-21. Em relagédo ao
miR-199, conforme ja mencionado, possivelmente este microRNA apresenta
papel variavel de acordo com a doenca; em nosso estudo, sugere-se que o miR-
199a-3p tenha efeito pro-fibrético, ao contrario do miR-199a-5p, descrito na
literatura como anti-fibrotico [108,116,139]. Em processos cicatriciais fisioldgicos,
também ¢é descrita a existéncia de uma relacao direta entre as propor¢des de
Col V e de colageno |, sendo que, nestes casos, 0 aumento da proporcéo de Col

V condiciona a formacéo de fibrilas mais finas [77].

Ja, a correlagao significante entre o escore de infiltrado inflamatério com
a expressao de COL5A2, pode indicar processo ativo da doencga queloidiana,
com expressao do gene codificador da cadeia a2 do Col V, que, sabidamente,
se encontra distribuida amplamente nos tecidos, sobretudo na regido
perivascular. Importante destacar que, na regiao perivascular, também, sao
encontradas as células inflamatérias importantes no processo patogénico do
queloide. Neste contexto, o Col V, na pele humana, se apresenta com 2

isoformas: a primeira homotrimeérica, constituida por trés cadeias a1 idénticas
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[a1(V)3], que ocorre como microfilamentos de 5 a 10 nm de diametro na derme,
€ serve como conexao entre o colageno dos tipos IV e VI na membrana basal
epidérmica, auxiliando na estabilizacdo da juncdo dermoepidérmica, e a
segunda, heterotrimérica, constituida por duas cadeias a1 e uma cadeia a2
[a1(V)2, a2(V)], mais comum e que forma fibrilas heterotipicas com outros tipos
de colageno, em especial com o colageno |, sendo amplamente distribuida nos
tecidos [73,77,79-81].

Em relacdo as alteragbes epidérmicas correlacionadas com os
marcadores estruturais e moleculares, as diferencgas significantes encontradas
para os parametros Col V papilar, miR-21, miR-199, COL5A2 e COL3A1 se
alinham com outros parametros histolégicos ja mencionados, apontando que, no
queloide, as modificagbes epidérmicas seguem em paralelo as alteragbes
dérmicas patolégicas, refletindo uma alteracdo global da arquitetura cutanea

nesta doenca.

Deste modo, os valores finais do escore histologico queloidiano proposto
em nosso estudo, deflagrados pelos resultados de média e de mediana deste,
indicaram atividade histolégica moderada a acentuada na maioria das amostras,
0 que pode corroborar a maior parte das descricbes histolégicas para esta
condigcao, existentes na literatura. Além disso, este escore revelou um padréo
progressivo de remodelamento dérmico, com aumento da espessura dérmica,
desorganizagao das fibras colagenas e hialinizagado. O escore KHS demonstrou
correlacdo entre a organizacdo das fibras de colageno, sua espessura e
hialinizacao, refletindo diferentes estagios de maturacao do queloide. Quanto a
organizagao das fibras de colageno, o padrao linear, predominante em pele
normal, apresentou fibras finas, paralelas, e matriz frouxa, compativeis com
tecido jovem. Por outro lado, padrées mistos e nodulares mostraram
desorganizacao acentuada, fibras espessas e hialinizagcéo, caracteristicos de
queloides maduros, indicando remodelamento progressivo e deposicao
aberrante de matriz extracelular. Este gradiente morfologico refor¢a a ideia de
que os queloides nao representam uma fase uniforme, mas sim um continuum
de maturacao fibrosa [185]. Quanto a espessura das fibras de colageno, temos
que o predominio de fibras grossas em lesées maduras, correlacionado com

tendéncia de maior tempo de evolucao/existéncia da doenca, sugere que o
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espessamento fibrilar € marcador de progressao e consolidacao da fibrose. A
associagao com maior expressao de colageno lll em escores mistos indica um
remodelamento ativo e dindmico da matriz extracelular, antes do acumulo final
de colageno dos tipos | e V. Quanto a hialinizagéo, sua presenca, de moderada
a densa nas lesdes queloidianas, e ausente nos controles, confirma que este é
um marcador de fibrose avancada e maturacao da matriz. A correlagao positiva
com Col I, Col V, COL5A2 e miR-21 sugere que a hialinizacdo representa nao
apenas acumulo passivo de colageno, mas um processo ativo de regulagao de

fibroblastos pelos microRNAs proé-fibréticos.

Ao correlacionarmos todas as variaveis estudadas nos pacientes
portadores de cicatrizes queloidianas de nossa coorte, a associagao moderada
a forte, encontrada entre colageno |, lll e V nos dois compartimentos dérmicos
(papilar e reticular) e, ainda, colageno | papilar e colageno V papilar, sugere que
0 aumento na expressao ou deposi¢cao de um tipo de colageno estaria associado
ao aumento dos outros, o que indica sincronismo no processo de remodelamento
da MEC. Ja, a correlacao forte entre miR-21-5p e miR-199a-3p, é compativel
com o papel conhecido desses microRNAs na regulacao epigenética de vias de
fibrogénese. A correlagcdo moderada entre o miR-199a-3p e a expressao de
colageno | papilar, pode sugerir participacdo deste microRNA na expresséo
aumentada do colageno tipo |, desempenhando, neste caso, um papel pré-
fibrético. Por fim, as associagdes muito fortes encontradas entre mRNAs dos
genes codificadores de colageno (COL1A1, COL3A1, COL5A1 e COL5A2),
indicam coexpressao génica relacionada ao processo de deposicao de MEC e
fibrose, o que também refor¢ca que a regulacéo desses genes ocorre de forma
coordenada. Esses achados sugerem um mecanismo integrado de regulacao da
fiborogénese, possivelmente mediado por microRNAs e genes de colageno,
refletido, também, nas caracteristicas histolégicas dos diferentes
compartimentos dérmicos. Relatos da literatura se alinham com a maior parte de
nossos achados, uma vez que apontam alguns genes que apresentam regulagao
positiva em queloides, incluindo os codificadores das cadeias a1(V) e a2(V) do
Col V (COLVA1 e COLVA2), cadeia pré-ai(lll) do colageno tipo lll, e cadeia pré-
a2(l) do colageno tipo | [21,186].
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Em sintese, os resultados obtidos em nosso estudo, que, compilados,
demonstraram a existéncia de um gradiente de remodelamento dérmico,
representando distintos estagios de maturacdo das lesbées queloidianas,
apresentam implicagdes clinicas relevantes, ao possibilitar a estratificacdo dos
queloides conforme seu estado bioldgico, a identificacdo de biomarcadores com
potencial prognéstico ou indicativo de atividade lesional, bem como fornecer
subsidios para o desenvolvimento de terapias direcionadas e mais eficazes para
o tratamento desta condicdo, estética e funcionalmente debilitante para os

individuos acometidos.
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CONCLUSOES

A fibrogénese no queloide € um processo continuo de maturacéao tecidual,
no qual alteragdes estruturais, celulares e moleculares contribuem para a
persisténcia e progressao da lesao.

Componentes especificos da matriz e fatores epigenéticos emergem como
reguladores-chave do fendtipo fibrético, com potencial valor como
biomarcadores e alvos terapéuticos: expressao de Col |, Col V, COL5A2 e
miR-21-5p associam-se com fibras espessas e hialinizagdo densa,
enquanto o Col lll predomina em matriz jovem e flexivel.

A integracao entre parametros morfoldégicos e moleculares identificou um
gradiente de remodelamento da matriz, do padréao linear (inicial) ao nodular
(maduro), demonstrando que o queloide € uma lesao heterogénea e
dinamica.

Os escores histolégicos sao indicadores do estado funcional e da atividade
queloidiana, e reforcam a ocorréncia e graus de remodelamento nos
diferentes compartimentos dérmicos.

A evolugao do remodelamento dérmico do queloide ndo depende de idade,
género ou etnia/raga, sugerindo que mecanismos moleculares intrinsecos
regulam a progressao das lesdes. Em conjunto, os achados fornecem
bases para abordagens diagnésticas e terapéuticas mais direcionadas e

individualizadas no manejo do desta doenca.
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ANEXO

ANEXO A-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAOQ PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

1. Titulo da pesquisa: "ACAO DOS CORTICOSTERCIDES EM CICATRIZES
CUTANEAS QUELOIDIANAS: AVALIACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR,
PROTEINAS DE SINALIZAGCAO E FIBRILOGENESE",

2. Pesquisador principal: Dr* WALCY PAGANELLI ROSOLIA TEODORO,
CARGO/FUNCAO: PESQUISADORA FMUSP. INSCRICAO CONSELHO
REGIONAL N° CRBio: 106457/01-D. UNIDADE HCFMUSP: DISCIPLINA DE
REUMATOLOGIA e Pesquisador associado: DR. CESAR ISAAC
CARGO/FUNCAO: MEDICO HC. INSCRICAQC CONSELHO REGIONAL N°:
CREMESP 56601. UNIDADE DO HCFMUSP: DISCIPLINA DE CIRURGIA
PLASTICA

3. Departamento [ Instituto: Departamento de Clinica Médica / Disciplina de

Reumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S30 Paulo.

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar desta pesguisa "ACAOQ DOS
CORTICOSTEROIDES EM CICATRIZES CUTANEAS QUELOIDIANAS:
AVALIACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR, PROTEINAS DE SINALIZACAOQ
E FIBRILOGENESE”

Vocé é portador (a) de uma cicatriz anormal chamada de QUELOIDE e
esta em tratamento no Grupo de Pequenas Cirurgias do Ambulatonio de Cirurgia
Plastica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sio Paulo.

Como parte principal do seu tratamento, vocé sera submetido (a) 4 uma
cirurgia plastica reparadora para retirada de toda ou de parte de sua cicatriz.

MNormalmente essa cicatriz depois de retirada € descartada, mas ela pode

ajudar numa pesquisa medica.



Em nossa pesquisa, usaremos as células e a substincia presente ac
redor destas celulas, dos pedacos de pele, para realizar estudos que poderdo
ser Uteis no tratamento de pacientes portadores de cicatrizes como a sua.

Somente a pele que serd descartada na sua cirurgia apds a realizac3o da
biépsia para confirmacdo de seu diagnéstico sera destinada as nossas
pesquisas, de modo que n3o havera nenhuma alterag3o no procedimento
cirdrgico ja programado de retirada da sua cicatniz adotado pelo seu medico; ou
seja, nada sera alterado na sua cirurgia, apenas o destino da pele retirada & que
sera diferente.

Além disso, uma pequena quantidade de sangue poderi ser coletada da
veia de seu braco (entre 3 e 5 ml de sangue), no ato da sua cirurgia, para, assim
como o pedaco de pele, ser utilizado em nossa pesquisa com o objetivo adicional
de comparar as alteragfes existentes na pele retirada e as substancias
presentes no sangue do paciente com queldide. Esse procedimento podera
causar, eventualmante, leve desconforto no local onde foi puncionado, que
geralmente & transitorio. Também pode surgir algumas manchas arroxeadas
{equimoses) no local da coleta, também transitorias (com duragdo de alguns
dias, ndc necassitande de nenhum tratamento especifico).

Essas informagBes estic sendo formecidas para sua parficipacio
voluntana neste estudo, que apresenta como objetivo determinar as causas das
cicatrizes queloidianas e a interferéncia da acdo dos medicamentos
corticoesterdides nessas cicatrizes, para que, com a exata compreensdo de
como essas cicatnizes se  desenvolvem, seja possivel, no futuro, o
desenvolvimento de novos tratamentos melhores e mais eficazes para os
pacientes com queldides, beneficiando ndo so vocé como outras pessoas que
tenham a mesma enfermidade.

As informagdes obtidas neste estudo serdo analisadas em conjunto com
dados de outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacie de nenhum
paciente. E assegurada a sua assisténcia durante toda pesquisa, com
acompanhamento ambulatonal peniddico, bem como & garantido o livre acesso
a todas as informacgdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, enfim, tudo o que vocé gueira saber antes, durante e depois da

sua participacio.
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E garantido que seu nome sera mantido em segredo e que vocé podera
recusar-se a participar do estudo ou deixar de participar do estudo a qualquer
momento que desejar, sem que a continuidade de seu fratamento na instituicdo
seja prejudicada.

E garantido, ainda, o recebimento, pelo participante do estudo, de uma via
deste Termo de Consentimenteo, assinada pelo pesquisador.

Mo havera despesas pessoais aos participantes do estudo, do mesmo
modo que ndoc havera compensacdo financeira ou beneficios diretos
relacionados & sua participagdo, uma vez que este é um estudo experimental
envolvendo células presentes na pele e substincias que circundam essas
celulas, bem como substincias presentes no sangue de pacientes com
queloides. No entanto, & garantida sua indenizacio, caso o (a) Sr.(a) sofra algum
dano decorrente desta pesquisa.

O matenal biologico, no caso a pele obtida de sua cirurgia para esta
pesquisa, serd armazenado de acordo com a Resolugio 441/2011 e se amesma
for utilizada para pesqguisa futura, mediante aprovac3o do sistema CEP-CONEP,
sera pedido novo consentimento.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsavels pela pesquisa para o esclarecimento de ddvidas. A pesquisadora
principal & a Dr*. Walcy Paganelli Rosolia Teodoro, que pode ser encontrada
na Disciplina de Reumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
S&o Paulo, no Laboratdrio de Investigagio Médica 17 (LIM1T), tel: (11) 3061-
7211, emailwalcy teodoro@fm.usp.br. O pesquisador colaborador da area

clinica & o Dr. César Isaac, que pode ser encontrade no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da USP no 8° andar do Instituto Central —Divisdo de
Cirurgia Plastica, tel: 2661-6636, email.cesarisaaciihc. fm. usp. br,

Se vocé tiver alguma consideraco ou divida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 —5° andar —tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549;

e-mail-cappesg admi@he_ fm.usp_br

Assim sendo, fui suficientemente informado (a) a respeito do estudo:
“ACAC DOS CORTICOSTEROIDES EM CICATRIZES CUTANEAS
QUELOIDIANAS: AVALIACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR, PROTEINAS DE
SINALIZAGAO E FIBRILOGENESE",
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Eu discuti as informagdes com a Pesquisadora Responsavel (Dr2. Walcy
Paganelli Rosolia Teodoro) ou pessoas por ela delegadas (Dir®. Valeria Berton
Liguori Zacchi/ Dr. César lsaac) sobre minha decisio em participar deste
estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, os procadimentos, os potenciais
desconfortos, os nscos e as garantias. Concordo voluntanamente em participar
deste estudo, assino este temmo de consentimento e recebo uma via rubricada

pelo pesquisador.

.................................................. Data: ... 0.
Assinatura do(a) paciente/Representante Legal

{Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntana o Consentimento Livre &
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participac3o neste
estudo.

..................................................... Data../i...JI....
Assinatura do Responsavel pelo estudo
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DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE
IDENTIFICACAQ) DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador,
= (o3 USSR USRS

DOCUMENTO DE IDENTIDADE: ... SEXO: Mo Fno

DATA NASCIMENTO: ...../....f...
ENBEREGOE: - o e e 1, pu——— ) 2 1 2

BAIRRO: e CIDADE: ..o
CEP: .. TELEFONE: DDD (.....)eoe oo eemeee e eeens
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ANEXO B — APROVACAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

d and _USP -HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE W
= MEDICINA DA UNIVERSIDADE asil

DE SAQ PAULO - HCEFMUSP
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETD DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A¢do dos Corticosterdides em Cicafrizes Cutdneas Queloidianas: Avaliaggo da Matriz
Exfracelular, Proteinas de Sinalizagdo e Fibrilogénese

Pesquisador: Walcy Paganefli Rosolia Teodoro

Area Tematica:

Versido: 2

CAAE: 244146193 00000068

Instituigio Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: FUNDACAC DE AMPARC A PESQUISA DO ESTADC DE SAC PAULD

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 3.801.459

Apresentacio do Projeto:

O projeto apresentado sera tema de tese de Doutorado da aluna ‘faleria Berton Liguor Zacchi, sob a
orientagéo da Dra. Walcy P. R. Teodoro e tem como objetivo avaliar elementos celulares em cicatrizes
cutdneas queloidianas.

Trata-ze de estudo primario, observacional e experimental sobre a expressao das
proteinas da matriz fibrilar, caracterizado pela composigdo dos fipos de colageno, agdo das
metaloproteinases e seus inibidores na pele, assim como o macanismo de sinalizagio e transcrigdo calular
em cultura de fibroblastos de cicafrizes queloidianas com e sem agfc prévia de corticosterdides, no
momento de seu tratamento cirdrgico, em individuos portadores de cicatrizes queloidianas.

C projeto de pesguisa sera desenvolvido no Laboratorio de Matriz Extracelular da Disciplina de
Reumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (LIM17) & no Laboratorio de Cultura
Celular & Cicatrizag&o de Feridas da Disciplina de Cirurgia Plastica & Microcinergia (LIMD4).

Serdio avaliados fragmentos de pele retirados no momento da cirurgia plastica de reparago da cicafriz e
que seriam descartados apos o diagnostico pela biopsia.

Serdo selecionados, 21 (vinte & um) pacientes portadores de cicatrizes queloidianas em qualquer parte do
corpo, em acompanhamento no Grupoe de Pequenas Cirurgias do Ambulatario de Cirurgia Plastica CPI 5000
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,

Enderego: Rua Owidio Pires de Campos, 225 5% andar

Bairro: Cengueira Cesar CEF: 05403010
UF: 5P Municipio: SAD PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Faxz {11)2851-7335 E-mail: cappesq admg@he fmuspbr
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gue serdo divididos em 3 grupos: -Queldides que ndo receberam tratamento com corticosteroides; -
Queldides tratados com corticosteroides entre 3 & 6 meses; -Queldides tratados com corticosteroides ha
menos de 3 meses.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral do projeto & de avaliar a expressao das proteinas da matriz fibrilar, caracterizado pela
composicdo dos tipos de colageno, agdo das metaloproteinases e seus inibidores na pele, assim como
analisar o mecanismo de sinalizagdo e transcrigio celular em cultura de fibroblastos de cicatrizes
gueloidianas com & sem agdo prévia de corticosterdides, no momento de seu tratamento cirdrgico.

Ohjefivos secundarios:

1.Avaliar o perfil das citocinas IL-1, IL-B, THF-, TGF no soro de pacientes portadores de cicatrizes
queloidianas.

2. Analisar 21 integrina, alfa-actina de mdsculo liso, a5 metaloproteinases, MMP-1, MMP-2. MMP-3, MMP-9,
MMP-19 e seus inibidores TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-9, TIMP-15 na pele destes pacientes.

3. Estudar o efeito dos corticoesterdides:

a. Na pele cicatricial queloidiana:

i. Por meio da andlise dos componentes celulares e fibrilares da matriz extracelular (MEC).

ii. Por meio da avaliag@o destes com os proteoglicancs presentes na MEC.

. Em cuitura de fibroblastos quelocidianos:

i_ Avaliacdo da sinaliza¢So celular por meio das proteinas SMAD e Wnit- catenina

ii. Avaliacio dos mecanismos de transcrigBo celular por meio dos microRMNAs 21e 29.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos da pesquisa estdo no memento da intervencéo cindrgica de exérese do queldide e coleta dos
fragmentos cutdneos para o estudo, onde 03 espécimens de pele serfo provenientes de tecido cicatricial
ressecado durante o tratamento cinirgico desses pacientes, ndo acarmetando lesdes cutineas adicionais que
possam ser prejudiciais aos individuos participantes da pesquisa. Algum desconforto gerado durante o ato,
por ocasido de anestesia local e dor pos-operatoria ja estariam presentes originalmente devido ao
procedimento operatorio em i

Quanto ao material sanguineo coletado mediante pung3o venosa, o procedimento de coleta podera

Enderego:  Rua Owidio Prres de Campos. 225 5° andar

Bairro: Cenyueira Cesar CEP: 05403010
UF: 57 Municigio: SAD FAULD
Telefone: (11)2661-7565 Fax: (11)26817535 E-mail:  cappesq admighe.fm.usp.br
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causar, eventualmente, leve desconforto no local, que geralmente & transitdno. Também podem surgir
algumas equimeses no local da coleta, também transitorias (com durago de alguns dias, ndc necessitando
de nenhum ratamento especifico). Toda

evolugdo clinica sera acompanhada por medicos capacitados para solucionar eventuais intercorréncias
decomrentes dos mesmos.

O principal beneficio sera a perspectiva de tratamentos mais precisos e efetivos para portadores de
semelhante morbidade no futuro, através do conhecimento adgquirido neste estudo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquiza interessante, cujos resultados podem serde extrema importdncia para o tratamento mais eficaz
desses pacientes. Cronograma exsguivel.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
A pesquisadora encaminhow nova versio do TCLE com as modificagdes solicitadas, de maneira adequada.

Recomendagoes:

Mao ha.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

Projeto sem obices &ticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resclugdo CNS n® 486/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar & apresentar relatorios parciais e final; clapresentar dados solicitados pelo
CEP, a gualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal tEcnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupg@o do projeto ou a ndo publicagio dos resuftados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego:  Rua Owidio Pires de Carmpos, 225 5° andar

Bairro: Cergusira Cesar CEP: 05403010
UF: 5P Municipio:  SADQ PAULD
Telefone: [11)2661-7685 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq admi@he fmousp.br
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