UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE — UFCSPA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM PATOLOGIA

Michel Pavelecini

Expressao imuno-histoquimica das
cicloxigenases em cicatrizes
hipertroficas e queloides.

Porto Alegre
2017



Catalogacao na Publicacéo

Pavel eci ni, M chel

Expr essédo i nunohi st oqui m ca das cicl oxi genases em
cicatrizes hipertroéficas e queloides / Mchel Pavel ecini.
-- 2017.

87 p. : il., graf., tab. ; 30 cm

Tese (doutorado) -- Universidade Federal de Ci éncias
da Saude de Porto Al egre, Programa de Pés- G aduacdo em
Pat ol ogi a, 2017.

Oientador(a): Prof. Dr. daudio Galleano Zettler ;
coorientador(a): Prof. Dr. Pedro Bins Ely, Profa. Dra.
Maril da da Cruz Fernandes.

1. Cicatrizacdo. 2. Queloides. 3. Ccatrizes
hi pertroéficas. 4. Cicloxigenases. 5. |munohistoquin ca.
. Titulo.

Sistema de Geracdo de Ficha Catalografica da UFCSPA com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).




Michel Pavelecini

Expressao imuno-histoquimica das
cicloxigenases em cicatrizes
hipertroficas e queloides.

Tese submetida ao Programa de
Pés-Graduacdo em Patologia da
Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre como
requisito para a obtencédo do grau de
Doutor

Orientador: Dr.Claudio Galeano Zettler
Co-orientador: Dr. Pedro Bins Ely
Co-orientadora: Dra. Marilda da Cruz Fernandes

Porto Alegre
2017



Agradecimentos

A minha familia, base de tudo e fonte continua de inspiracao:

A minha esposa, Nilsea, por sempre estar ao meu lado;

Aos filhos, Valentina e Theodoro, simplesmente por existirem;

Ao meu irmao, Maiquel, pela parceria ao longo da vida;

A minha mae, Iracema, pela simplicidade e humildade que
ensinou aos filhos;

Ao meu pai, Antbnio (in memorian), por ter me mostrado a
humildade e dedicacao ao trabalho.

Aos meus mestres:

Dr. Claudio Zettler, por me orientar neste trabalho;

Ao Dr. Pedro Bins Ely, pelo seu continuo estimulo a pesquisa
em nossa instituicao;

A Dra. Marilda Cruz Fernandes, por me auxiliar na orientagéo
desta tese e disponibilizar o laboratério de Pesquisa em Patologia desta pés-
graduacao;

Ao Dr. Roberto Chem (in memorian), pelo seu incansavel
esforco em estimular o desenvolvimento e crescimento intelectual dos seus
alunos;

A Maristela, secretaria da Pés-Graduagdo em Patologia da
UFCSPA, pela sua calma, agilidade e presteza;

As técnicas do laboratério de Pesquisa em Patologia da Pos-
graduacado em Patologia da UFCPSA, Teresinha Stein e Rosalva Meurer,

pelo empenho em me auxiliarem nos exames imuno-histoquimicos.



Sumario

1. Introducao
1.1. Revisdo da fisiopatologia da reparacéao tecidual
1.1.1. Regeneracao
1.1.2. Cicatrizacao
1.2. Fisiopatologia da cicatrizacao
1.2.1. Fases da cicatrizacao
1.2.1.1. Fase de hemostasia
1.2.1.2. Fase inflamatéria
1.2.1.3. Fase proliferativa
1.2.1.4. Fase de remodelacao
1.2.2. Fisiologia da inflamagéao
1.2.2.1. Metabolismo do acido araquidénico
1.2.2.2. As cicloxigenases
1.2.3. Desfechos da inflamacao aguda
1.2.3.1. Cicatrizagédo primaria
1.2.3.2. Cicatrizacao secundaria
1.2.4. Sintese e degradacéao do colageno
1.2.4.1. Sintese do colageno
1.2.4.2. Degradacao do colageno
1.2.5. Resisténcia da cicatriz
1.2.6. Fatores que influenciam a cicatrizagéo
1.3. Cicatrizacao patoldgica: cicatrizes hipertréficas e queloides
1.3.1. Quadro clinico
1.3.2. Diferenciagéo entre queloides e cicatrizes
hipertréficas
1.3.3. Terapéutica dos queloides e das cicatrizes
hipertréficas
1.4. Cicloxigenaseses e sua relacdo com a cicatrizagao
1.5. Referéncias bibliograficas
2. Obijetivos

16
17
18
19
19
19
20
20
20
20
21
24
27
28
29
30
30
32
33
34
37
39
42

44
44
50
54

III



3. Artigo redigido em inglés
4. Consideracoes finais
5. Anexos

55
82
84

v



Lista de abreviaturas utilizadas

AA: &cido araquiddnico

COX: cicloxigenase

COXs: cicloxigenases

COX1: cicloxigenase 1

COXa2: cicloxigenase 2

HE: hematoxilina-eosina

PG: prostaglandina

PGs: prostaglandinas

PGE2 : prostaglandina E2

AINE: anti-inflamatério n&o esteroidal

AINEs: anti-inflamatdrios ndo esteroidais



VI

Resumo da Dissertacao

Introducao:

Queloides e cicatrizes hipertréficas caracterizam-se pelo acumulo
excessivo de matriz extracelular. Alguns estudos demonstraram a expressao
aumentada das cicloxigenases (COXs) nestas cicatrizes, sugerindo que o
bloqueio farmacolégico poderia ser utilizado no seu tratamento.

Objetivos:

Determinar a expressao imuno-histoquimica das COXs em cicatrizes
normais, hipertréficas e queloides.

Material e Métodos:

Estudo prospectivo, tipo caso-controle, incluindo 54 pacientes (idade
entre 18 e 60 anos), submetidos a exérese de cicatrizes: 18 normais (grupo 1),
18 hipertréficas (grupo 2) e 18 queloides (grupo 3). Fragmentos das cicatrizes
foram coletados. Realizou-se exame anatomopatolégico [hematoxilina-
eosina(HE)] e imuno-histoquimico para avaliar a expressao das COX1 e COX2
na epiderme e derme. Comparou-se os resultados entre todos os grupos e
entre o grupo 1 versus o 2 e 0 3 agrupados (cicatrizes anormais).

Resultados:

O enquadramento dos casos nos grupos através de critérios clinicos foi
confirmado pela coloragdo HE em todos os casos.

Quanto a avaliacdo da COX1 na epiderme, ndao houve diferenca na
expressao imuno-histoquimica entre os 3 grupos. Na derme, os grupos 2 e 3

apresentaram maior expressdo imuno-histoquimica do que o grupo 1, havendo
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diferenca na comparacao entre todos os grupos (p=0,014), e entre cicatrizes
normais versus anormais (p=0,004).

Por outro lado, em relacdao a avaliagdo da COX2, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na sua expressdo em qualquer comparacgéao, tanto
na epiderme quanto na derme. Na comparacao entre o grupo 1 versus os
grupos 2 e 3 (cicatrizes anormais) houve uma tendéncia a maior positividade
na expressdo da COX2 na derme dos grupos 2 e 3 (p=0,081).

Conclusdes: a expressdao imuno-histoquimica da COX1 foi
significativamente maior na derme de cicatrizes anormais em comparagdo com
cicatrizes normais. Comparando-se com resultados da literatura, os dados nao
sao uniformes e ainda ndo se pode estabelecer uma relagdo precisa entre as

COXs e os disturbios da cicatrizacao.



1. Introducao

Os queloides e cicatrizes hipertroficas sdo disturbios da reparacado da
pele que se caracterizam por acumulo excessivo de matriz extracelular
produzida pelos fibroblastos (Louw, 2007; Huang e cols., 2014). Em conjunto,
sao doencas fibroproliferativas da derme, que ocorrem como um desarranjo do
processo normal de cicatrizacdo em individuos suscetiveis (Yu e cols., 2006;
Louw, 2007). Apresentam relevo e espessamento, muitas vezes com
formagbes tumorais. Assumem importancia considerando-se os sintomas de
dor, prurido e limitagdes funcionais. Alteracbes estéticas com frequéncia
causam constrangimento social e problemas psicologicos. Além disso, sao
significativos os custos financeiros associados ao seu tratamento (Al-Attar e
cols., 2006; Furtado e cols., 2009; Monstrey e cols., 2014; Rabello e cols.,

2014).

Os queloides ocorrem exclusivamente em humanos e com frequéncia
sao confundidos com cicatrizes hipertréficas. Estas ndo ultrapassam os limites
iniciais da lesao, tém tendéncia a regressao e melhor prognéstico do que os
queloides (Hochman e cols., 2012). Diversas hipoteses sobre sua etiologia tém
sido descritas, como alteracdes da regulacao dos fatores de crescimento, falha
na remodelacdo do colageno, fatores genéticos e disfungdes imunolégicas,
entre outras (Al-Attar e cols., 2006). Estudos sugerem que tais cicatrizes
podem se formar por uma interacao entre fatores endocrinos, imunolégicos e
neuronais. Até mesmo alteracées psiquicas poderiam contribuir para sua
génese, 0 que poderia explicar o surgimento de cicatrizes de forma
espontdnea, sem lesdes mecéanicas a pele, em alguns pacientes (Figura 1)

(Hochman e cols., 2008; Furtado e cols., 2012; Hochman e cols., 2015).



Figura 1. Queloides de surgimento espontaneo (fotografia do autor).

Os queloides e cicatrizes hipertréficas podem surgir apés quaisquer
lesbes a pele, incluindo traumatismos, processos inflamatérios e incisdes
cirtrgicas. Em algumas &reas da medicina, especialmente nas cirargicas, as
cicatrizes anormais sdo complicagdes relativamente frequentes apos
intervengbes diagnésticas ou terapéuticas. Nas cirurgias toracicas, os
queloides sdo comuns, visto que as vias de acesso utilizadas nestes
procedimentos coincidem com locais de alta incidéncia desta doencga (Figura 2)

(Furtado e cols., 2009).

As cirurgias coronarianas com via de acesso pré-esternal sdo causa
comum de cicatrizes anormais (Sakuraba e cols., 2010). Em cirurgia de cabeca
e pescoco, 0 potencial para cicatrizes ocorre em funcdo de traumatismos e
retirada de tumores. Os queloides de orelhas decorrentes da colocacao de

brincos e piercings contribuem significativamente para as estatisticas (Figuras
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3 e 4) (Freuschle e cols., 2014; Young e cols., 2014). Na cirurgia geral, estas
cicatrizes podem surgir em decorréncia de laparotomias (Figura 5). Em
ginecologia e obstetricia as cicatrizes hipertréficas e queloides séo
relativamente comuns apo6s cirurgias mamarias e abdominais (incisdes tipo
Pfanestiel), com repercussdes importantes, inclusive na esfera sexual (Furtado
e cols., 2009). Na dermatologia os queloides estdo na lista das doencas mais
prevalentes da especialidade. Casos graves decorrentes de acne sao de

tratamento extremamente dificil, com altos indices de recidiva (Figura 6) (Abdel

Hay e cols., 2016).

Figura 2. Cicatriz queloide pos esternotomia (fotografia do autor).



Figura 3. Queloides na orelha por uso de piercings (fotografia do autor).
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Figura 4. Queloide no I6bulo da orelha causado por colocagéo de brinco

(fotografia do autor).
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Figura 5. Queloide p6s laparotomia com incisdo mediana supraumbilical

(fotografia do autor).
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Figura 6. Queloides multiplos causados por acne (fotografia do autor).

Contudo, a cirurgia plastica €, provavelmente, a drea que apresenta os
maiores problemas decorrentes dos distarbios da cicatrizagdo. Nesta
especialidade, as cicatrizes sdo parte do resultado dos tratamentos realizados.
Portanto, além dos transtornos estéticos e funcionais sofridos pelo paciente,
estas complicagdes sdo causa frequente de demandas judiciais por
insatisfacdo com os resultados obtidos (Figuras 7 e 8). Ainda na cirurgia
plastica, os pacientes com queimaduras representam um grupo com alta
incidéncia de cicatrizes anormais, ja que apresentam lesdes de pele com alta

atividade inflamatoéria (Figura 9) (Bombaro e cols., 2003).
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Figura 7. Cicatriz queloide, pés-abdominoplastia, que se extende além dos
limites da incisao cirargica, mostrando significativo prejuizo estético (fotografia

do autor).

Figura 8. Cicatrizes hipertréficas p6s mamoplastia (fotografia do autor).
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Figura 9. Queloides pds-queimaduras, com limitagdo de movimentos, dor,

prurido e fissuras na pele (fotografia do autor).

1.1. Revisao da fisiopatologia da reparacao tecidual

A habilidade de reparacdo de tecidos lesados € fundamental para a
sobrevivéncia dos organismos. A resposta inflamatoria a danos teciduais nao
s6 serve para eliminar agentes perigosos, como micro-organismos, mas
também para o processo de reparacao. O reparo refere-se a restauracéo da
arquitetura e funcao das estruturas lesadas, podendo ocorrer através de duas
maneiras: regeneracao, ou formacdo de cicatriz pela deposicdo de tecido

conjuntivo (Figura 10) (Kumar e cols., 2013).
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Figura 10. Reparacao tecidual por regeneracédo ou formacéao de cicatriz

(modificado de Kumar e cols., 2013).

1.1.1. Regeneracao

Denomina-se regeneragdo ao processo de reposicdo de células
danificadas por outras iguais, com o reestabelecimento dos tecidos lesados ao
estado normal. Tal processo ocorre pela proliferacao de células residuais (nao
danificadas), que ainda mantém sua capacidade de divisdo, e pela reposicao
com células-tronco. Exemplo deste tipo de reparo é a reposicao de células em
epitélios de divisdo rapida da pele e intestinos e em alguns 6rgaos

parenquimatosos, como o figado (Kumar e cols., 2013; Zhou e cols., 2017).
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1.1.2. Cicatrizacao

Quando os tecidos lesados ndao podem ser reparados por regeneracao,
ou as estruturas de suporte forem severamente traumatizadas, o reparo ocorre
pela substituicdo por tecido conjuntivo, com formacao da cicatriz (Figura 11).
Ainda que nao possa exercer a fungdo das células do parénquima celular
perdido, a cicatriz € capaz de oferecer uma estabilidade estrutural, permitindo o
funcionamento dos tecidos adjacentes préximo do normal. O termo fibrose é
comumente usado para descrever a extensa deposicao de colageno apds dano

tecidual (Kumar e cols., 2013).

Norma e

Infeccdo ou trauma ¥

Dano tecidual

Inflamacéo

Formacéao de
tecido de
granulacao

Formacao
de cicatriz

Figura 11. Dano tecidual e formacao de cicatriz (modificado de Kumar e

cols., 2013).
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1.2. Fisiopatologia da cicatrizacao

1.2.1. Fases da cicatrizacao

A cicatrizacdo envolve inUmeros e complexos processos interligados.
Ainda que muitos deles ocorram simultaneamente, para fins didaticos, divide-se
0 seu estudo em etapas. Historicamente, a cicatrizacdo é dividida em trés
fases: inflamatéria, proliferativa e de remodelacdo (Kumar e cols., 2013;
Gurtner e Wong, 2014). Outros autores dividem em quatro, acrescentando uma
fase inicial de hemostasia (Janis e Harrison, 2016). Monaco e Lawrence (2003)
publicaram um trabalho de revisdo dividindo a cicatrizagdo em cinco fases. O

Quadro 1 apresenta as diferencas na divisdo didatica da cicatrizagéo.

Quadro 1. Diferengas na divisao didatica da cicatrizagcdo em fases.

Autor Fases

Kumar, 2013 Inflamatéria Proliferativa Remodelagao

Janis e Harrison, 2016 Hemostasia Inflamatéria Proliferativa Remodelagao

Monaco e Lawrence, 2003 Hemostasia Inflamatdria Proliferativa Contragao Remodelacéo

1.21.1. Fase de hemostasia

A fase de hemostasia compreende a vasoconstricdo, a agregacao
plaquetaria e a deposicao de fibrina, resultado da cascata da coagulagcdo. O
produto final deste processo é a formacao do coagulo, inicialmente composto
pela rede de fibrina e por plaguetas agregadas com outras células do sangue.
Esta etapa é importante, ja que contribui para evitar perdas de fluidos e

eletrolitos, e reduz a contaminagéo por isolar o organismo do ambiente externo.
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A fibrina também forma uma rede para onde migram fibroblastos e outras
células importantes na sequéncia do processo de cicatrizacdo (Monaco e

Lawrence, 2003; Janis e Harrison, 2016).

1.2.1.2. Fase inflamatéria: tem o objetivo de remover os tecidos
desvitalizados e prevenir a infecgdo (Kumar e cols., 2013). Esta fase, por ser a
mais importante no desenvolvimento desta tese, sera tratada detalhadamente

em um topico especifico a seguir (tépico 1.2.2. Fisiologia da inflamacao).

1.2.1.3. Fase proliferativa: periodo de 4 a 21 dias da lesdo. Ocorre um
balanco entre a formacéo da cicatriz e a regeneracao tecidual. Normalmente,
predomina a formacao da cicatriz, embora na cicatrizagdo fetal uma
significativa quantidade de regeneracao seja possivel (Monaco e Lawrence,

2003; Kumar e cols., 2013).

1.2.1.4. Fase de remodelacao: a fase mais longa e menos entendida,
cujo propdsito € maximizar a forgca e a integridade estrutural da ferida (Henry e

Garner, 2003; Kumar e cols., 2013).

1.2.2. Fisiologia da inflamacao

Como base para o estudo do processo da cicatrizacao, é fundamental
que a fisiologia da inflamag&o seja revisada. Diante de um dano tecidual, a
inflamacdo aguda é uma resposta imediata do organismo, sendo que o0s
fenbmenos vasculares fazem o papel principal, facilitando a acdo dos
anticorpos e dos leucécitos. A inflamacao aguda apresenta trés componentes

principais (Monaco e Lawrence, 2003; Kumar e cols., 2013):

1. Alteragdes no calibre vascular, com um aumento no fluxo sanguineo;
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2. alteragdes estruturais na microvasculatura, permitindo que proteinas

plasmaticas e leucécitos deixem a circulagéo e;

3. migragédo de leucécitos da microcirculagdo para o intersticio e seu

acumulo no foco de lesdo tecidual.

O fenémeno vascular caracteriza-se por um aumento no fluxo sanguineo
na area traumatizada, resultante principalmente da dilatacdo capilar e da
abertura dos leitos capilares. O aumento da permeabilidade vascular leva ao
acumulo de fluido extravascular rico em proteinas, formando um exsudato.
Proteinas plasmaticas deixam os vasos, muito comumente através de juncdes
endoteliais alargadas das vénulas ou por injuria endotelial direta. Os leucdcitos
(inicialmente com predominéancia de neutréfilos) aderem ao endotélio e migram
através do mesmo para o sitio da lesdo sob a influéncia de agentes
quimiotaticos. Segue-se a fagocitose do agente ofensor, o qual leva a morte de
microrganismos. Durante a quimiotaxia e a fagocitose, leucdcitos ativados
podem liberar metabdlitos tdéxicos e proteases extracelulares, potencialmente

causadores de danos teciduais (Kumar e cols., 2013).

1.2.2.1. Metabolismo do acido araquidonico

Os metabdlitos do acido araquidénico (AA), também conhecidos como
eicosanoides, sao representados principalmente pelas prostaglandinas (PGs) e
pelos leucotrienos, e tém importancia fundamental no processo da inflamagéao

(Henry e Garner, 2003).

A histéria das PGs data dos anos 1930, quando Goldblatt e Von Euler,
de forma independente, descobriram um &cido graxo no fluido seminal humano

com potentes propriedades vasoconstritoras em coelhos e porquinhos da india.
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Von Euler nomeou seu composto de prostaglandina (PG), por inicialmente
considerar que seria originada na glandula prostatica (sabe-se hoje que é
produzido na vesicula seminal) e sugeriu que teria papel no transporte do

esperma (Claria, 2003).

O AA é um &cido graxo saturado derivado diretamente da dieta ou da
conversdao do &cido linoleico (acido graxo essencial). Nao ocorre livre nas
células, mas é normalmente esterificado nos fosfolipidios da membrana celular,
liberado através da ativacao de fosfolipases celulares por estimulos mecanicos,
quimicos, fisicos e por outros mediadores, como o C5a. Os produtos do AA
afetam diversos processos bioldgicos, incluindo a inflamacédo e a hemostasia.
Estas substancias sdo denominadas autacoides (horménios de efeito local), os
quais sao formados rapidamente, exercem seus efeitos localmente e eliminam-
se espontaneamente ou através de enzimas (Henry e Garner, 2003). Os
derivados do AA podem mediar cada etapa da inflamacdo aguda (Quadro 2)

(Kumar e cols., 2013).

Quadro 2. Derivados do 4cido araquiddnico mediadores da inflamacgao.

Vasoconstricao Tromboxano A2, leucotrienos C4, D4 E4
Vasodilatacéao PGI2, PGE2, PGD2

Aumento da permeabilidade Leucotrienos C4, D4 E4

vascular

Quimiotaxia Leucotrieno B4, HETE

Baseado em Kumar e cols., 2013.

O metabolismo do AA segue uma das duas vias nomeadas pelas

enzimas que iniciam as suas reacgoes (Figura 12).
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Figura 12. Metabolismo do acido araquiddnico e as vias da lipoxigenase e da

cicloxigenase (baseado em Aid e Bosetti, 2011 e Kumar e cols., 2013).

Via da cicloxigenase (COX)

A principal enzima reguladora desta via inflamatéria é a cicloxigenase
(COX) - também conhecida como prostaglandina-endoperdxido sintase
(PGHS), que catalisa a conversao do AA nas PGs G2 e H2 (PGG2 E PGH2). A
PGH2 é posteriormente convertida em uma variedade de eicosanoides que
incluem a PGE2, a PGD2, a PGF2a, a PGI2, e o tromboxano (TX) A2. A gama
de PGs produzidas varia dependendo de enzimas especificas presentes em
cada célula em particular. Por exemplo, células endoteliais primariamente
produzem PGl, enquanto plaquetas produzem principalmente TXA (Dubois e
cols., 1998). Os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) inibem a COX e,
portanto, a sintese de PGs (Henry e Garner, 2003; Kumar e cols., 2013). Com

novas tecnologias, como a reacao da cadeia da polimerase quantitativa, a lista
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de citocinas e de fatores de crescimento envolvidos no processo de

cicatrizagdo continua a crescer de forma significativa (Gurtner e Wong, 2014).

Via da lipoxigenase

A 5-lipoxigenase é a enzima predominante nos neutréfilos. Seu principal
produto, o 5-HETE, o qual é quimiotatico para neutréfilos, € convertido em uma
familia de compostos coletivamente chamados de leucotrienos. O LTDB4 € um
potente agente quimiotatico e causa agregacdo dos neutréfilos. O LTC4, o
LTD4 e o LTE4 causam vasoconstricdo, broncoespasmo e aumentam a

permeabilidade vascular (Henry e Garner, 2003; Kumar e cols., 2013)

1.2.2.2. As cicloxigenases

As COXs tém importantes funcdes, tanto em condicdes fisioldgicas como
nas doengas. Em 1992 descobriu-se que as COXs existem em duas isoformas
distintas: a COX1 e a COX2 (Holtzman e cols., 1992). Ambas as enzimas
catalisam essencialmente a mesma reacdo e tém estruturas proteicas
similares. Porém, quase todos os tecidos normais apresentam expressao da
COX1 com baixos ou indetectaveis niveis de COX2 (Fitzpatrick, 2004). Os
AINEs diminuem a producdo de PGs proé-inflamatérias no local de injuria

tecidual (Dubois e cols., 1998).

A COX1 é produzida em resposta a estimulos inflamatérios e também é
constituinte de muitos tecidos, atuando fisiologicamente na producado de PGs
que servem para funcao homeostatica (como, por exemplo, balango de fluidos
e eletrdlitos nos rins e citoprotecao no trato gastrointestinal). A COX1, portanto,
tem papel de manutencdo ou constituicdo e localiza-se em quase todos o0s

tecidos em condigcdes basais. Da observacao deste tipo de padrdao de
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expressao tissular, seria esperado que a fungdo maior da COX1 é prover PGs
precursoras para a regulacao homeostatica. Um importante local de funcao da
COX1 é nas plaquetas, onde a enzima € responsavel por prover precursores
para a sintese de tromboxano. Na presenca de AINEs como a aspirina, as
plaguetas sao impedidas de gerar tromboxano durante a ativagdo e falham
para completar com sucesso a agregacao plaquetéria, inibindo seu potencial
trombogénico. A COX1 age em uma variedade de situacdes para produzir
niveis de PGs homeostéaticos e de manutengéo (Dubois e cols., 1998; Kumar e

cols., 2013).

Em contraste, a COX2 é induzida por estimulos inflamatérios, mas é
ausente na grande maioria dos tecidos normais. Portanto, inibidores
especificos da COX2 tém sido desenvolvidos com a expectativa de que
possam inibir os danos da inflamacao, mas sem bloquear os efeitos protetores
das PGs constituintes. A COX2, portanto, € chamada de indutivel (Dubois e

cols., 1998).

Tal mecanismo explica, ao menos em parte, ambos os efeitos tdxicos e
terapéuticos dos AINEs em humanos. O seu maior efeito colateral (erosao
gastroduodenal e alteracdo da funcao renal normal), parece ser causado pela
inibicdo da COX1, enquanto a atividade analgésica e anti-inflamatéria destas
drogas em grande parte reside na sua habilidade de inibicdo da COX2. Outra
diferenga entre a COX1 e a COX2 parece ser a sua habilidade de usar
diferentes substratos. Por exemplo, em fibroblastos e células do sistema
imunolégico, a COX2 é capaz de utilizar o AA enddgeno, enquanto a COX1
ndao. Um dos primeiros estudos conduzidos apds a descoberta das duas

isoformas da COX foi uma investigacdo dos AINES existentes e sua
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capacidade de inibicdo da COX1 e da COX2. Alguns deles mostraram haver
uma seletividade de 20 a 70 vezes de uma COX em comparag¢do com a outra

isoforma (DeWitt e cols., 1993; Spangler, 1996).

Algumas pesquisas avaliaram a inibigdo diferencial da atividade da
COX1 ou da COX2 para se determinar a contribuicao relativa destas isoformas
sob uma variedade de condi¢gdes experimentais. Enquanto estudos iniciais
descobriram que a COX2 é principalmente uma enzima indutivel e inflamatoéria,
estudos mais recentes tém revelado fungdes adicionais. Parece haver uma
atividade funcional importante também da COX2 em varios sistemas orgéanicos
e estados de doenca. A COX2 parece também atuar na funcédo renal, no
sistema nervoso, na mucosa gastrointestinal, no ovario e na funcao uterina, nos
0ss0s, nas articulagdes e na mediacao da dor, entre outros (Williams e DuBois,

1996).

A distincao entre a funcdo das duas enzimas, portanto, ndo €
inteiramente exclusiva, ja que a COX1 pode ser induzida ou super-regulada
sob certas condicbes e a COX2 pode ser expressa constitutivamente em

alguns 6rgaos como cérebro e rins (Claria, 2003).

Em 2002, demonstrou-se a existéncia de uma nova COX (a COX3), a
qual seria sensivel a acdo do paracetamol e de compostos relacionados. Esta
enzima seria uma variante da COX1 e em tecidos humanos seu mRNA seria
expresso e abundante no cortex cerebral e no coracdo (Chandrasekharan e

cols., 2002).

Os trabalhos sobre a distribuicdo das COXs na pele sao escassos (Abd-

El-Aleem e cols., 2001). Rossiello e cols. (2009) concluiram que, na pele
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normal, a COX1 é expressa tanto na epiderme como na derme, enquanto a

COX2 raramente é encontrada.

1.2.3. Desfechos da inflamacao aguda

De uma forma geral, a inflamagédo aguda secundaria a injuria tecidual

pode ter 4 desfechos (Smith e cols., 2000; Kumar e cols., 2013).

1. Resolugdo completa: uma vez resolvido o estimulo que causou a leséo,
h& um reestabelecimento do local da inflamacgéo aguda a situacdao normal antes
da lesdo. Isto € chamado de resolugao, sendo usual quando o dano é limitado,
por curto espago de tempo ou quanto ha minima destruicdo tecidual. A
resolucao envolve a neutralizacdo dos mediadores quimicos, com subsequente
retorno da permeabilidade vascular normal, encerramento do infiltrado
leucocitario, e finalmente remocéo do fluido de edema e proteinas, leucécitos,
corpos estranhos e debris necréticos. As células fagocitarias e os vasos

linfaticos sao fundamentais nesta etapa.

2. Cicatrizacao por substituicao por tecido conjuntivo (fibrose): ocorre apds
dano tecidual substancial, quando a injaria inflamatéria ocorre em tecidos que

nao regeneram, ou quando ha abundante exsudacao de fibrina.

3. Formacdo de abscesso: ocorre particularmente em infeccbes com

organismos piogénicos.

4. Inflamacao crdnica: Progressao da resposta tecidual. A transicdo da fase
aguda para crénica ocorre quando a inflamacao aguda nao pode ser resolvida,
devido a persisténcia da injuria ou por alguma interferéncia ao processo normal

de cicatrizagao.
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A cicatrizacdo de feridas de pele é um processo que envolve a
regeneracao epitelial e a formacado de tecido conjuntivo. Dependendo da
natureza e do tamanho da ferida, caracterizamos a cicatrizacdo como primaria

ou secundaria (Kumar e cols., 2013).

1.2.3.1. Cicatrizacao primaria

O exemplo mais simples de reparo de feridas é a cicatrizacdo de uma
ferida limpa, nao infectada, seguida de incisao cirurgica, e reparada através de
suturas. Tal cicatrizacao é descrita como unido primaria ou fechamento por
primeira intensdo. A incisdo causa morte de um numero limitado de células
epiteliais e de tecido conjuntivo, e a interrupg¢ao da continuidade da membrana
basal. O espaco da incisdo imediatamente é preenchido com coagulo

sanguineo contendo fibrina.

Nas primeiras 24 horas, neutréfilos surgem nas margens da inciséo,
movendo-se em direcdo ao coagulo de fibrina. A epiderme nos bordos
espessa-se como resultado da atividade mitética das células basais. Ao longo
de 24 a 48 horas, prolongamentos de células epiteliais das margens migram e
crescem ao longo dos bordos da derme, depositando componentes da
membrana basal. Os bordos fundem-se na linha média, produzindo uma
camada epitelial continua e fina (Henry e Garner, 2003; Diegelmann e Evans,

2004; Kumar e cols., 2013).

Os neutrdfilos sao substituidos por macréfagos a partir do terceiro dia, e
o tecido de granulagao invade o espaco da incisao. As fibras de colageno estao
agora presentes nas margens da incisdo, mas inicialmente estdo orientadas

verticalmente e ndo ultrapassam a mesma. A proliferacdo de células epiteliais
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continua, espessando a camada de cobertura epidérmica. No quinto dia, o
espaco incisional é preenchido com tecido de granulagédo. A neovascularizacao
€ maxima neste periodo. As fibrilas de colageno tornam-se mais abundantes e
comegam a cruzar a incisdo. A epiderme recupera sua espessura e ha
diferenciacdo das células da superficie, que produzem uma epiderme com

superficie queratinizada (Diegelmann e Evans, 2004; Kumar e cols., 2013).

Durante a segunda semana, hd continuo acumulo de colageno e
proliferacao de fibroblastos. O infiltrado leucocitario, 0 edema e o aumento da
permeabilidade vascular desaparecem. Neste momento, o longo processo de
clareamento comeca, acompanhado pelo acumulo aumentado de colageno ao
longo da cicatriz incisional e regressdo dos canais vasculares. No final do
primeiro més, a cicatriz tem um tecido conjuntivo celular desprovido de
infiltrado inflamato6rio, coberto por uma epiderme intacta. Os apéndices
epidérmicos que foram destruidos na linha da incisdo sdo prementemente
perdidos. A forca ténsil da ferida aumenta posteriormente, mas leva meses
para que a area cicatrizada obtenha a maxima resisténcia (Kumar e cols.,

2013; Gurtner e Wong, 2014; Janis e Harrison, 2016).

1.2.3.2. Cicatrizacao secundaria

Quando héa perda de células e de tecidos mais extensa, como ocorre no
infarto, nas Ulceras inflamatérias, na formacao de abscesso, e nas feridas
superficiais com defeitos largos, a reparacdo é mais complicada. O achado
comum a estes casos é um grande defeito tecidual que precisa ser preenchido.
A regeneracao das células parenquimatosas ndo pode completamente

reconstituir a arquitetura original. O tecido de granulagdo abundante cresce das
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margens para completar o reparo. Esta forma de cicatrizacdo é definida como
secundaria, ou cicatrizagcdo por segunda intensao. A cicatrizacdo secundaria
difere da primaria em varios aspectos (Henry e Garner, 2003; Diegelmann e

Evans, 2004; Kumar e cols., 2013):

1. Grandes defeitos teciduais inicialmente tém mais fibrina, tecidos
necréticos e exsudato para serem removidos. Consequentemente, a reacao

inflamatéria € mais intensa na cicatrizagao secundaria;

2. Quantidades maiores de tecido de granulacdo sao formadas na

cicatrizagdo secundaria;

3. O achado que mais claramente diferencia a cicatrizacdo primaria da
secundaria é o fendmeno de contracdo da ferida, o qual ocorre em grandes
defeitos de feridas de superficie. Em pesquisas realizadas com coelhos,
grandes defeitos na pele sdo reduzidos a 5 a 10% do seu tamanho original por
contracdo, causada por miofibroblastos - fibroblastos com caracteristicas ultra

estruturais de células musculares lisas (Kumar e cols., 2013).

1.2.4. Sintese e degradacao do colageno

1.2.4.1. Sintese do colageno

Um traumatismo tecidual causa lesdo de um numero de células epiteliais
e tecido conjuntivo, assim como interrup¢do da continuidade da membrana
epitelial basal. A cicatrizacdo é um fendmeno complexo, que envolve a indugao
de inflamacédo aguda, regeneracdo de células do parénquima, migracdo e
proliferacao de células do parénquima e tecido conjuntivo, sintese de proteinas

da matriz extracelular, remodelacdo do tecido conjuntivo e componentes do
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parénquima, colagenizacao e refor¢o da ferida (Henry e Garner, 2003; Kumar e

cols., 2013).

A deposicao da matriz do tecido conjuntivo, em especial do colageno, e
sua remodelacao em cicatriz, e aquisicao de resisténcia sdo as ultimas etapas
da cicatrizacdo. O produto essencial do fibroblasto, o colageno é a proteina
mais comum dos animais, fornecendo estrutura extracelular para todos os
organismos multicelulares. O colageno propicia a forca ténsil para as feridas

em cicatrizacdo (Kumar e cols., 2013).

Quanto a bioquimica do colageno, ha 14 tipos. Os tipos I, Il e lll sdo os
colagenos fibrilares ou intersticiais. Os tipos IV, V e VI sdo amorfos e estao
presentes no tecido intersticial e nas membranas basais. Apos a sintese nos
ribossomos, cadeias alfas sdo submetidas a modificagdes enzimaticas,
incluindo hidroxilagdo da prolina na posicao alfa, dando ao colageno sua
caracteristica de alta quantidade de hidroxiprolina. Esta hidroxilagéo,
dependente da disponibilidade de acido ascérbico (vitamina C), é importante
para manter as trés cadeias alfas juntas. Neste estagio, a molécula de
procolageno é ainda soluvel e contém um comprimento extra de polipeptideo e
C terminal nas extremidades das cadeias. Durante ou logo apés a liberagao
pelas células, peptidases cortam as terminacdes das cadeiras peptidicas,
promovendo a formacdo de verdadeiras fibrilas, que no espaco extracelular
propiciam forca ao tecido conjuntivo. Uma modificacao extracelular critica é a
oxidacao lisil-hidroxilisil, ja que isso resulta em ligacdes cruzadas entre cadeias
alfa e moléculas adjacentes, sendo a base da estabilidade estrutural do
colageno. As ligacdes cruzadas sao as maiores contribuintes para a forga ténsil

do colageno. A sintese de colageno pelos fibroblastos na cicatrizacao inicia-se
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em torno do terceiro ao quinto dia apds o traumatismo, mantendo-se por vérias
semanas. Isto depende do tamanho da ferida. Sua sintese é estimulada por
varios fatores incluindo fatores de crescimento (PDGF, FGF e TGF-beta), e
citocinas (IL-1 e IL-4), os quais sao secretados por leucécitos e fibroblastos em
feridas em cicatrizacao (Lupulescu, 1975; Matrisian, 1992; Henry e Garner,

2003; Gantwerker e Hom, 2012).

1.2.4.2. Degradacao do colageno

A rede de colageno, no entanto, depende nao somente da sintese, mas
também da degradacdo do colageno. Sua degradacdo em outras proteinas
extracelulares ocorre através da acao da familia de metaloproteinases, as
quais sao dependentes de ions de zinco para sua atividade. Estas enzimas
consistem em colagenases intersticiais, que quebram o colageno fibrilar dos
tipos I, Il, Ill; gelatinases (ou colagenases tipo 1V), as quais degradam colageno
amorfo e fibronectina; estromalisinas, as quais atuam em uma variedade de
componentes da matriz extracelular, incluindo proteoglicanos, laminina,
fibronectina e colagenos amorfos. Estas enzimas sdo produzidas por varios
tipos de células (fibroblastos, macréfagos, neutréfilos, células sinoviais e
algumas células epiteliais) e sua secrecao € induzida por diversos estimulos,
incluindo fatores de crescimento. Colagenases quebram o colageno sob
condicoes fisiol6gicas, quebrando a tripla hélice em dois fragmentos desiguais,
0S quais sao entao suscetiveis a degradacao por outras proteases. Isto seria
potencialmente danoso para o organismo. Contudo, a enzima € elaborada
numa forma latente (procolagenase), a qual pode ser ativada por estimulos
quimicos e proteases (plasmina). Uma vez formada, a colagenase ativada pode

rapidamente ser inibida por uma familia de inibidores teciduais especificos de
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metaloproteinase (TIMP), as quais sdo produzidas pela maioria das células
mesenquimais. Ha, portanto, multiplas verificagcdes contra a acao incontrolada
destas proteinases. As colagenases tém um papel na degradagéao do colageno
no processo inflamatério e na reparacao de feridas. A degradacao auxilia no
desbridamento dos locais traumatizados e também na remodelacao do tecido
conjuntivo necessario para reparar o defeito (Matrisian, 1992; Smith e cols.,

2000; Monaco e Lawrence, 2003).

1.2.5. Resisténcia da cicatriz

As feridas cuidadosamente suturadas tém aproximadamente 70% da
forca de uma pele normal. Quando suturas sao removidas, usualmente em
torno de uma semana, a forca da cicatriz € de aproximadamente 10% da
mesma pele ndo lesada, mas aumenta rapidamente ao longo das préximas
quatro semanas. Esta taxa de aumento entdo se torna lenta aproximadamente
até os 3 meses apos a incisao original e atinge o seu platé de 70 a 80% da
forca ténsil comparada a pele ao seu redor, e usualmente ndo aumenta
significativamente além disso. A recuperacao da forca ténsil resulta da sintese
de colageno maior do que a degradacao durante os dois primeiros meses e de
uma modificacdo estrutural das fibras de colagenos (ligacbes cruzadas e
aumento do tamanho da fibra), apdés a sintese de colageno cessar nos
periodos seguintes (Lupulescu, 1975; Gantwerker e Hom, 2012; Kumar e cols.,

2013).

A cicatrizacdo e a colagenizacao de feridas € um processo dindmico e
mutavel. A primeira fase é de inflamacdo, seguida por um estagio de

fibroplasia, remodelacdo tecidual e cicatriz. Diferentes mecanismos ocorrem
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em diferentes tempos, acionados por sinais quimicos que modulam, de forma
ordenada, a migracao, a proliferacéo, e a diferenciacéao de células, bem como a
sintese e degradacéo de proteinas da matriz extracelular. Estas proteinas, por
sua vez, diretamente afetam eventos celulares e modulam células com
capacidade de resposta a fatores de crescimento soluveis (Bock e cols., 2005;

Kumar e cols., 2013).

1.2.6. Fatores que influenciam a cicatrizacao

O mecanismo de reparo dos tecidos pode ser influenciado por uma
grande variedade de fatores extrinsecos ou intrinsecos, interferindo na

qualidade da reparacao (Kumar e cols., 2013; Buck e Galiano, 2014).

A infeccédo € a causa mais importante de atraso na cicatrizacao, ja que
prolonga a inflamagéo e potencializa o aumento de injuria local (Kumar e cols.,
2013). A proliferagéo bacteriana no sitio da lesdo altera cada uma das fases da
cicatrizacdo. A hemostasia pode ser influenciada por efeito das bactérias nas
plaquetas. O periodo de inflamagédo é aumentado e a funcdo dos leucécitos
alterada. A infeccao também modifica a formagdo de tecido de granulacéo

(Kumar e cols., 2013; Buck e Galiano, 2014).

O diabetes melito é também uma causa importante de atraso na
cicatrizagdo. Multiplos mecanismos tém sido implicados na sua patogénese,
sendo o principal a deficiéncia de fluxo sanguineo e de liberacao de oxigénio
por doenca micro e macrovascular. A hiperglicemia também modifica a fungao
de enzimas, podendo alterar a permeabilidade e a liberacdo de nutrientes para
o leito da ferida. Os pacientes diabéticos também sao mais suscetiveis a

infecgdes devido a disfuncao imunoldgica (Buck e Galiano, 2014).



35

Entre as alteragbes nutricionais, a deficiéncia de proteinas e,
especialmente, de vitamina C, cuja caréncia inibe a sintese de colageno, sao

causas nutricionais de atraso na cicatrizagdo (Kumar e cols., 2013).

Qualquer situacdo que leve a uma deficiéncia de perfusado interfere
negativamente no processo de reparacao tecidual. Fatores mecanicos, como o
aumento de pressdo ou de tragdo, podem causar abertura (deiscéncia) da
ferida. O déficit de perfusao sanguinea (causado por arteriosclerose, diabetes,
obstrucdo venosa ou arterial, compressao, tracdo ou lesdo de vasos) pode
impedir a cicatrizacdo. Corpos estranhos, como, por exemplo, fragmentos de
metal, vidro, ou mesmo 0sso, prejudicam a cicatrizacédo. O tipo e a extensao da
injuria tecidual, portanto, afeta o reparo dos tecidos (Kumar e cols., 2013).
Qualquer fator que leve a reducédo de tensao de oxigénio é prejudicial, por
causar isquemia tecidual e aumentar riscos de infecgdo. A vasoconstricao é
danosa a cicatrizacdo e pode ser ocasionada por dor, por frio, por medo, por
nicotina, por al agonistas, por B antagonistas e por hipovolemia (Buck e

Galiano, 2014).

A radiagdo, utilizada isoladamente, ou em associagdo com
quimioterapia, € comumente usada para tratamento de diversas neoplasias,
como de mama, de prostata, de pele, de reto, e de pulmao, entre outros
orgaos. Portanto, uma significativa porcentagem da populagdo de pacientes
cirurgicos tem tratamento radioterapico concomitante. O efeito mais importante
da radiacao é o dano ao DNA, que em nivel anatdémico se caracteriza por lesao
na microvasculatura, fibrose e atrofia tecidual. A radiagdo reduz a proliferacao,
a migracdo e a contracao de fibroblastos. Estas anormalidades levam a um

reparo inefetivo da ferida, epitelizagcdo mais lenta, reducao da resisténcia ténsil,
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altas taxas de infeccao e deiscéncias da ferida (Kumar e cols., 2013; Knoetgen

[l e Lettieri, 2014).

O cigarro contém mais de 4000 substancias, entre as quais
principalmente a nicotina e o mondxido de carbono, que contribuem para
alterar a via normal da cicatrizacdo. A nicotina age como um vasoconstritor,
resultando em isquemia local. Além disso, a nicotina aumenta a adesividade

plaquetaria (Janis e Harrison, 2016).

Ainda que em algumas situacoes os efeitos anti-inflamatérios dos
corticoides sao aceitos e necessarios (por exemplo, em infecgdes da cornea 0s
glicocorticoides sdo muitas vezes prescritos para reduzir o risco de opacidade
resultante do depdsito de colageno), sua administracado pode causar fraqueza
da cicatriz, j& que a inibicdo da producdo do TGF-B e leva a diminuicao da
fiborose (Kumar e cols., 2013). Esteroides diminuem a inflamacédo, inibem a
epitelizagcdo e reduzem a producdo de colageno, com aumento do risco de

deiscéncias de sutura e de infec¢do, além de retardo na cicatrizagéo.

Seria esperado que as drogas quimioterapicas afetassem extensamente
a cicatrizacao, ja que tem como alvo a producao de DNA ou RNA, a sintese
proteica e a divisdo celular. Entretanto, a administracdo de quimioterapicos,
pelos trabalhos publicados atualmente, ndo parece trazer complicacbes

maiores a cicatrizacao das feridas operatorias (Janis e Harrison, 2016).

Além disso, certas caracteristicas como idade, desnutricdo, uso de
alcool, doencas genéticas, neoplasias, uremia e ictericia, podem também

influenciar a cicatrizacao (Buck e Galiano, 2014).
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1.3. Cicatrizacao patologica: cicatrizes hipertroficas e queloides

A excessiva formacédo de cicatrizes, embora possa ocorrer em diversos
orgaos, como pulmao (fiborose pulmonar) e figado (cirrose), costuma ser

relacionada principalmente a pele (Gurtner e Wong, 2014).

O acumulo excessivo de colageno pode dar origem a cicatrizes com
aspecto tumoral, conhecidas como cicatrizes hipertréficas e queloides (Figuras
13 e 14, respectivamente). Estas doencas fibroproliferativas podem ocorrer
mesmo que inicialmente a reparagao tenha iniciado de forma normal, sugerindo
haver uma predisposi¢do individual na formagdo dessas cicatrizes. Estes
disturbios da cicatrizagdo cutanea permanecem pouco entendidos e ubiquos

(Gurtner e Wong, 2014).

Figura 13. Cicatriz hipertréfica pés abdominoplastia (fotografia do autor).
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Figura 14. Queloide no lébulo da orelha pés trauma por brinco (fotografia do

autor).

Problemas relacionados a cicatrizagdo, como queloides e cicatrizes
hipertréficas, afetam 35 milhdes de norte-americanos por ano, com um custo
de 7 bilhdes de dblares (Smith e cols., 2000; Tonnesen e cols., 2000). Dados
demonstram que o risco de cicatrizes hipertréficas e queloides é variavel
dependendo da populacédo a ser estudada. Adolescentes e adultos jovens tém
incidéncia aumentada quando comparados com criangas e idosos (English e
Shenefelt, 1999; Monaco e Lawrence, 2003; Robles e Berg, 2007). Por razdes
pouco conhecidas esta condigdo é mais comum em individuos de etnias
afrodescendentes e orientais. Eurodescendentes e albinos tém menor
incidéncia (Al-Attar e cols., 2006; Slemp e Kirschner, 2006; Rossiello e cols.,
2009; Rabello e cols., 2014). Como a grande miscigenacao dificulta o

enquadramento de variadas tonalidades em classificagbes estéticas, a
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utilizacao da escala de Fitzpatrick seria uma alternativa para o estudo de

frequéncias dessas cicatrizes (Hochman, 2012).

1.3.1. Quadro clinico

Queloides e cicatrizes hipertroficas costumam surgir em torno de 30 a
120 dias ap6s o evento inicial. Iniciam-se com espessamento da pele e
vermelhiddao e evoluem para a formacdo de cicatrizes endurecidas, ou até
mesmo noédulos. Ao contrario das cicatrizes hipertréficas, os queloides tém a
caracteristica de expandir-se além dos limites do traumatismo original. Tais
cicatrizes causam alteragdes funcionais e estéticas. Funcionalmente, podem
reduzir a elasticidade da pele, causando limitacbes de movimentos, retracdes
em areas de orificios naturais (em especial palpebras, boca e nariz). Retragdes
em areas articulares podem causar restricdo de movimentos. Outros sintomas
sao dor, prurido, ressecamento, fissuras, dermatites secundarias, entre outros.
Com relacao ao aspecto estético, com frequéncia os pacientes com cicatrizes
em areas expostas causam constrangimento social, com limitagdo na qualidade
de vida (English e Shenefelt, 1999; Brissett e Sherris, 2001; Slemp e Kirschner,
2006; Furtado e cols., 2009). A faixa etaria mais acometida é de pacientes
entre 10 e 30 anos. Idosos raramente as desenvolvem. Esta observagéo € em
parte atribuida ao fato de que jovens estdo mais propensos ao trauma e sua
pele geralmente possui mais fibras elasticas, resultando em maior tensao da
cicatriz (Figura 15). Além disso, a taxa de sintese de colageno € maior em

individuos jovens (Rabello e cols., 2014).
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Figura 15. Queloide no ombro pés-traumatismo (fotografia do autor).

Com relagdo ao impacto na qualidade de vida, alguns métodos de
avaliacdo tém sido desenvolvidos e aplicados em pacientes com queloides e
cicatrizes hipertréficas (Finlay, 1997; Halioua e cols., 2000; Bock e cols., 2005).
Furtado e cols. (2009) publicaram trabalho demonstrando o uso de um
questionario denominado QualiFibro com este objetivo. A diversidade de
sintomas, fisicos e psiquicos, e restricdes na esfera social, exemplifica o
sofrimento dos pacientes portadores destas cicatrizes (Figura 16) (Furtado e

cols., 2009).
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Anexo 1- Questionario QualiFibro/Cirurgia Plastica - UNIFESP

» Mudancas do clima afetam muite minhas cicatrizes (dor, sensacdo de
tensao).
» Minhas cicatrizas restringem (dificultam) meus movimentos.

« Consigo ignorar o jeito com que as pessoas me olham por causa das minhas
cicatrizes.

« A coceira em minhas cicatrizes me incomoda frequentemente.

# Devido &s minhas cicatrizes, &s vezes tenho vergonha de ser sexualmente
ative.

« Acho dificil aguentar a coceira em minhas cicatrizes.

« Fago o possivel para evitar que pessoas préximas a mim saibam que tenho
cicatrizes.

« (Quando minhas cicatrizes cogam, nao consigo ficar sem coga-las.

« Nao me sinto fisicamente atraente ou sexualmente desejavel quando penso
em minhas cicatrizes.

= Acho dificil aceitar minhas cicatrizes.

« N30 vou & piscina ou & praia porque outras pessoas podem sentir nojo de
minhas cicatrizes.

= Munca me sinto embaragadola) ou envergenhado(a) por causa das minhas
cicatrizes.

= Tenho menos autoconfianga por causa das minhas cicatrizes.
= Nao me sinto bem gquando me perguntam sobre minhas cicatrizes.
» 13 pensei em cometer suicidio por causa das minhas cicatrizes.

Respostas: -5= completamente falso; -3= falso; -1= até cerfo ponto werdadeiro; 1= guase
verdadeiro; 3= verdadeiro; 5= completamente verdadeiro

Figura 16. Questionario de avaliacdo de qualidade de vida em pacientes

com cicatrizes (Furtado e cols., 2009).

Quanto a localizacdo das cicatrizes, sabemos que diferentes regides
anatdbmicas se comportam de forma peculiar em relacdo a formagdo de
cicatrizes hipertroficas e queloides. Os locais mais afetados por ordem de
frequéncia sédo a regiao pré-esternal, ombros e dorso. A regido menos afetada
€ a palpebral (Slemp e Kirschner, 2006). Queloides visiveis, mais frequentes no
I6bulo da orelha, tém se tornado um importante problema de saude publica

(Furtado e cols., 2009).
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O mecanismo do trauma que deu origem a ferida tem importante relacao
com a qualidade da cicatriz: traumatismos limpos, incisées realizadas a bisturi,
com técnica asséptica e evolugao normal tem menor potencial para formacao
de queloides quando comparados a ferimentos que evoluem com necroses,
infeccdo e retardo na cicatrizacao. Conforme revisado previamente, tais casos
sao justificados por um processo inflamatério mais intenso, maior acumulo de
fibroblastos e tendéncia a contragdo da ferida (English e Shenefelt, 1999).
Embora haja a descricdo de familias com varios individuos acometidos por
queloides, sugerindo haver uma predisposicdo genética, nao foram
identificados genes especificos responsaveis pelo seu desenvolvimento

(Marneros e cols., 2001).

1.3.2. Diferenciacao entre cicatrizes hipertroficas e queloides

Embora nao haja critérios inequivocos para diferenciacao histopatologica
entre as diferentes cicatrizes, Lee e cols. (2004) publicaram trabalho propondo
critérios de diferenciacao (Lee e cols., 2004). Queloides sao caracterizados por
menor celularidade e feixes de colagenos espessos, arranjados em orientacdes
irregulares. Ja as cicatrizes hipertréficas sao caracterizadas por maior
proliferacdo celular de fibroblastos, sendo que as fibras de colagenos sao
organizadas em nodulos que estdo paralelos a epiderme. Rabello e cols.
(2014) publicaram uma revisao sobre diferengas clinicas entre estas cicatrizes
(Rabello e cols., 2014). O Quadro 3 sintetiza as diferengas entre queloides e

cicatrizes hipertroficas.
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Quadro 3. Diferencas entre queloides e cicatrizes hipertréficas

Tipo de cicatriz

Queloide

Cicatriz hipertréfica

Clinica
Extensao

Involugao

Aspecto

Sintoma
Histopatologia
Celularidade
(fibroblastos)

Colageno

Tipo de colageno

Anexos

Fases da

cicatrizacao

Além dos limites da lesao

N&o regride espontaneamente

Brilhante, nédulos bocelados,

teleangiectasias, ulceragao,

epiderme fina, eventual
hiperpigmentacéo

Dor, prurido

Menor, sem miofibroblastos

Feixes espessos, irregulares

3

Nao ha glandulas ou foliculos

pilosos
Nao entram na fase de

remodelacao

Nos limites da lesédo
Regresséao
espontanea
Vermelho ou réseo,
raramente espessura

maior do que 4 mm

Prurido

Maior celularidade

Noédulos, paralelos a
epiderme

1e3

Pode haver glandulas
ou foliculos pilosos
Podem entrar na fase

de remodelacao

Baseado em Lee e cols., 2004; Rabello e cols., 2014.
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1.3.3. Terapéutica dos queloides e das cicatrizes hipertréficas

E amplo o nimero de métodos descritos para a prevencéo e tratamento
de queloides e cicatrizes hipertroficas, na sua maioria com baixa efetividade, o
que demonstra que estas doencas sao pouco compreendidas. As principais
alternativas, aplicadas isoladamente ou combinadas s&o: excisdo cirurgica,
injecdes ou aplicacao tépica de corticoides, aplicacao topica de gel de silicone,
compressdes, massagens, radioterapia, crioterapia, laser de CO2, luz intensa
pulsada, 5-fluouracil, mitomicina e bleomicina. A maioria destas terapias
apresenta alto indice de recidiva (Al-Attar e cols., 2006; Janis e Harrison,
2016). A excisao simples, terapia mais realizada como primeiro tratamento para
os queloides, apresenta taxas de recorréncia que variam de 50 a 80% (Darzi e

cols., 1992).

Em carater experimental, um estudo mostrou reducédo da formacao de
hiperplasia cicatricial com o uso de anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES)
(Wilgus e cols., 2003). Corroborando com estes achados, alguns trabalhos
demonstraram a influéncia das COXs na patogénese da cicatrizacao anormal,
sugerindo que o seu bloqueio farmacolégico poderia ser um adjuvante no
tratamento (Durant e cols., 1989; Wilgus e cols., 2003; Rossiello e cols., 2009;

Abdou e cols., 2013).
1.4. Cicloxigenases e sua relacao com a cicatrizacao

Estudos tém demonstrado a expressao aumentada das COXs em
cicatrizes hipertréficas e queloides. Observou-se também que alguns pacientes
em uso de AINEs ou inibidores da COX2 evoluem com menor formacao de

cicatrizes anormais. Tais informacgdes inferem que a atividade da COX pode
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influenciar no processo destes disturbios de cicatrizacao (Wilgus e cols., 2003;

Rossiello e cols., 2009; Abdou e cols., 2013).

De acordo com a fisiologia da inflamacao, as COXs localizam-se no
reticulo endoplasmatico e na membrana nuclear, e catalisam a sintese de PGs
a partir do AA. Estimulos inflamatoérios induzem a liberagdo de AA da
membrana celular pela inducao da atividade da fosfolipase e também induzem
a producédo da COX2, ambas contribuindo para um aumento na quantidade da
PGE2. Esta, por sua vez, em tecidos traumatizados, promove o recrutamento
de células inflamatérias que liberam o fator de crescimento TGF-f (ou fator de
crescimento derivado das plaquetas), estimulando a indugdo da matriz
extracelular e ativando os fibroblastos (Talwar e cols., 1996; Henry e Garner,

2003).

Embora o papel das PGs na formagdo de cicatrizes ndo tenha sido
plenamente compreendido, sabemos que as mesmas podem induzir a
proliferacao de fibroblastos in vitro e a producao de colageno em feridas in vivo.
Esta informacdo, em conjunto com o conhecimento do reparo de feridas nos
fetos sem cicatrizes, sugere que as PGs e a resposta inflamatéria induzida por
estes mediadores controlam, ao menos em parte, a quantidade de fibrose que
ocorre apds o traumatismo da pele e a reparacao (Lupulescu, 1975; Durant e

cols., 1989; Talwar e cols., 1996).

Sabemos que lesdes cutaneas produzidas no primeiro e segundo
semestre de vida fetal podem evoluir sem cicatrizes, ou seja, regenerando a
pele normal, incluindo o crescimento de anexos cutaneos. E importante

salientar que este fen6meno de cura sem cicatrizes na pele ocorre na auséncia
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de processo inflamatério. Embora o exato mecanismo pelo qual isso ocorra nao
seja compreendido, fica claro que a fase inflamatéria do reparo de feridas leva
a producao de tecido cicatricial e influencia a qualidade da nova pele da area
traumatizada. A indugdo da COX2 € uma das primeiras respostas ao estimulo
inflamatério, catalisando a conversdao do AA em PG (Lupulescu, 1975; Smith e

cols., 2000; Wilgus e cols., 2004).

A identificacdo das diferencas entre o processo que ocorre no feto e no
adulto pode auxiliar no estudo dos fatores que promovem a geragao de tecido
cicatricial. Considerando-se que a via da COX2 é um componente da
inflamacéo, Wilgus e cols. (2004), investigaram o0 seu papel no processo de
reparo fetal, usando um modelo murino de cicatrizacao fetal. A expressao da
COX2 em feridas fetais com fibrose e sem cicatrizes foi examinada. Também a
capacidade da PGE2 exdégena de alterar a cicatrizacao fetal foi avaliada. Os
resultados sugerem que a via da COX2 est4d envolvida na producdo de
cicatrizes em pele fetal e que tratamentos direcionados ao bloqueio da COX2
poderiam ser Uteis para limitar a formagao de cicatrizes em pele de adultos.

Estudando a expressao de genes relacionados as COXs, Kossi e cols.
(2001) observaram diferentes expressoes dos genes para a COX1 e COX2 em

cicatrizes normais e anormais.

Wilgus e cols. (2003) demonstraram a reducdo de cicatrizes com
aplicacao topica de celecoxib, um bloqueador da COX2. Em laboratorio,
estudando ratos (dois grupos com nove cada), realizaram incisées no dorso
dos animais, seguido de suturas e aplicacao tépica de celecoxib num grupo ou
veiculo no grupo controle. Agudamente, o celecoxib inibiu varios parametros de

inflamacdo no local da ferida. A reducdo da atividade inflamatoria inicial
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repercutiu em efeitos significativos tardios no processo de cicatrizagdo, como
reducao do tecido de cicatrizagdo, sem prejuizo na re-epitelizacao ou reducao
na forca ténsil. Os autores sugeriram que, na auséncia de infeccao, feridas de
individuos adultos podem ter uma reducdo da fase inflamatéria e que drogas
anti-inflamatérias podem melhorar o processo de reparo, limitando a formacéao

de cicatrizes.

Rossiello e cols. (2009) estudaram 36 casos de pacientes com
queloides, 32 casos de cicatrizes hipertréficas e 25 casos de pele normal, com
o objetivo de definir a localizacao e a expressdao da COX1 e da COX2 nestas
cicatrizes e na epiderme sobrejacente. Os resultados mostraram que houve
uma expressao aumentada da COX1 em cicatrizes hipertréficas e na epiderme
sobrejacente, quando comparada a pele normal e a queloides. Também
observaram uma expressdo aumentada de COX2 em queloides e a epiderme
sobrejacente comparada com pele normal e cicatrizes hipertréficas. Os autores
concluiram que seus dados suportam a hipétese de que ambas as COXs estao
envolvidas na patogénese da cicatrizacao em diferentes vias. Particularmente a
COX1 pode estar envolvida na formacao de cicatrizes hipertroficas, e a COX2,
na formacdo de queloides. Ainda, a expressdao aumentada da COX1 e da
COX2 na epiderme sobrejacente de cicatrizes hipertroficas e queloides,
respectivamente, denota a importancia da interacao entre tecidos de origem

epitelial e mesenquimal na patogénese das cicatrizes.

Abdou e cols. (2013) avaliaram o padrao e localizagdo da COX1 e COX2
em cicatrizes. Os autores estudaram 40 pacientes (15 com cicatrizes
hipertroficas, 15 com queloides e 10 com cicatrizes normais). O grupo

designado controle (de cicatrizes normais) foi composto por 10 casos
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recuperados de arquivos do departamento de patologia (casos retrospectivos).
O diagnostico das cicatrizes foi realizado através de critérios clinicos e
histopatoldgicos. A imunorreatividade foi avaliada como positiva ou negativa.
Os autores consideraram como positiva quando a expressao em qualquer
porcentagem fosse identificada. A expressao foi avaliada na epiderme e na
derme (fibroblastos, células endoteliais e inflamatdrias). A intensidade da
expressdo da COX1 e da COX2 foi avaliada subjetivamente como leve,
moderada e forte. Foram obtidos os seguintes resultados: em cicatrizes
normais, observou-se uma expressdo da COX1 em 40% dos casos. Esta
expressdo foi vista apenas na epiderme, com auséncia de expressao na
derme. A expressao da COX2 foi observada em 100% dos casos da epiderme
e em 30% dos casos na derme. Avaliando cicatrizes hipertréficas, a COX1 se
expressou em 53% dos casos, principalmente na epiderme, com esparsa
positividade na derme subjacente. J& a COX2 foi expressa em 73,7% dos
casos, principalmente na epiderme, com ocasional concomitancia em células
endoteliais da derme. Em relagdo aos queloides, a COX1 teve expressdao em
100% dos casos, principalmente na epiderme. Ja a COX2 se expressou em
86,7% dos casos. Como conclusdo, comparando-se as expressdes da COX1
nas cicatrizes normais, hipertroficas e queloides (40%, 53,3% e 100%,
respectivamente), a diferengca observada foi estatisticamente significativa.
Agrupando-se as cicatrizes hipertroficas e queloides, e comparando-se com
cicatrizes normais, a diferenca de expressdao da COX1 também foi significativa.
Em relagdo a expressdo da COX2, ndo houve diferenga significativa em

qualquer comparacéo realizada.
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Apenas um estudo publicado na literatura considera que os AINEs
inibidores especificos da COX2 poderiam exacerbar a formacao de cicatrizes
anormais, ja que reduzem a producao da PGE2, especialmente quando usados

no periodo final da fase proliferativa (Su e cols., 2010).

Mesmo havendo uma tendéncia dos estudos demonstrarem uma relagéao
positiva entre a expressao aumentada das COXs e a formacgéao de cicatrizes
hipertroficas e queloides, os dados ndo sao conclusivos. Novas pesquisas sao
necessarias para uma melhor determinacdo da influéncia das COXs no

processo de cicatrizagcdo anormal.
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2. Objetivos

Determinar e comparar a expressdao imuno-histoquimica das

cicloxigenases 1 e 2 em cicatrizes normais, hipertréficas e queloides.
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ABSTRACT

Background: There are studies demonstrating an increased expression of
cycloxygenase (COX) in keloids and hypertrophic scars (HS), suggesting that
antiinflammatory drugs could be used in their treatment. However, a precise
relationship between COX and pathological scarring has not been established
in the literature yet. This study aims to evaluate the immunohistochemical

expression of COXs in these scars.

Methods: Prospective, case-control study, including 54 patients (aged 18 to 60
years) undergoing scar excision: 18 normal scars (group 1), 18 hypertrophic
scar (group 2) and 18 keloids (group 3). The groups classification was
performed by clinical criteria. Scars samples were collected and
anatomopathological examination (through hematoxylin-eosin method) was
performed to confirm the scar type. Immunohistochemistry was performed to
assess the expression of COX1 and COX2 in epidermis and dermis. Results
were compared among all groups and between group | vs. Il and Il together

(abnormal scars).

Results: For COX1, in the epidermis, there was no significant difference in the
immunohistochemical expression when comparing the three groups. In the
dermis, groups 2 and 3 had greater expression than group 1, with a significant
difference being found when comparing all groups (p=0.014), and in the
comparison between normal versus abnormal scars (p=0.004). For COX2 there
was no significant difference between the groups in both the epidermis and

dermis.

Conclusions: The immunohistochemical expression of COX1 was greater in
the dermis of abnormal scars when compared to normal scars. Future studies
can be performed involving COX blockade as a perspective of these scars

treatment.



Introduction

Keloids and hypertrophic scars (HS) are disorders characterized by
excessive accumulation of extracellular matrix produced by fibroblasts (1, 2).
These scars cause itching, pain, functional limitations, aesthetic changes, social
embarrassment and psychological problems, in addition to significant financial
costs (3-6). Keloids and HS occur more often in dark-skinned individuals (4, 7).
However, the vast miscegenation hinders the inclusion of the various skin tones
into static classifications; therefore the Fitzpatrick scale would be an alternative

for the study of the frequency of these scars (8, 9).

Pathologic scars can occur following any cutaneous lesions, including
trauma, inflammation, and surgical incisions. In certain medical specialties such
as thoracic surgery, general surgery, gynecology, head and neck surgery and
dermatology they represent frequent complications as a result of invasive
procedures (4, 10-12). However, plastic surgery presents the greatest problems
with keloids and HS, as the scar itself is an integral part of the outcome of the
performed treatments. In addition to the aesthetic and functional disorders,
these complications lead to lawsuits, resulting from dissatisfaction with the

outcome obtained.

Keloids are often confused with HS. Clinically, HS do not extend the
lesion’s border, often regress and have a better prognosis than the keloids (8).
Although there is no exact criteria for its histopathological differentiation, keloids
have less cellularity and thick collagen bundles with irregular patterns, whereas
the HS have more fibroblast proliferation and collagen fibers in nodules parallel
to the epidermis (13, 14).

Historically, the healing is divided into three phases: inflammation,
proliferation and remodeling (15, 16). Some authors (17) divide it into four (initial
phase of hemostasis) and others divide it into five, including a contraction phase
before remodeling (18). The inflammatory phase serves to remove devitalized
tissue and prevent infection. The immediate response to tissue damage occurs
with acute inflammation, while the vascular phenomena facilitate the action of
the antibodies and leukocytes. The derivatives of arachidonic acid (AA), mainly

prostaglandins (PGs) and leukotrienes, play a fundamental role in this process



59

(19). The metabolism of the AA follows the pathway indicated by the enzyme
that initiates its reaction: cyclooxygenase (COX) and lipoxygenase (20, 21)
(Figure 1). COX, also known as prostaglandin-endoperoxide synthase (PGHS),
located in the endoplasmic reticulum and nuclear membrane, catalyzes the
conversion of AA into prostaglandins G2 and H2. The PGH2 is then converted
into eicosanoids, such as PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2 and thromboxane A2.
PGE2 promotes the recruitment of inflammatory cells, which release TGF,
activating the fibroblasts and inducing the production of the extracellular matrix
(19, 22). The non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) inhibit COX and
therefore the synthesis of PGs (19, 20).

There are at least two COX isoforms: COX1 and COX2 (23). Both
catalyze the same reaction. However, almost all normal tissues show an
expression of COX1, which has a mainly homeostatic function, and low levels of
COX2 (24, 25). COX2 is mainly induced by inflammatory stimuli. Therefore,
specific inhibitors of COX2 have been developed to inhibit inflammation without
blocking the protective effects of the constituent PGs. Studies on the distribution
of COXs in skin are scarce. Rossielo et al. (2009) concluded that in normal skin
COX1 is expressed both in the epidermis and the dermis, while COX2 is rarely
found (7).

Several methods are described as treatment of pathologic scars, such
as: compression, massage, excision, topical or injectable corticosteroids,
silicone gel, radiotherapy, cryotherapy, CO, laser, intense pulsed light, 5-
fluorouracil, mitomycin, bleomycin and antihistamines. Most of these therapies
have a high recurrence rate (3, 5, 17). Studies have suggested that
pharmacological blockade of COX could be an adjuvant in the treatment of
pathological scars (7, 26, 27). An experimental study showed a 50% reduction
in PGE2 levels in wound healing with the application of celecoxib, with less scar
tissue formation (27). It was also demonstrated that the immunohistochemical
(IHC) expression of COXs in HS and keloids is greater than in normal scars.
Kossi et al. found different COX1 and COX2 gene expressions in normal and
abnormal scars (28). Therefore, COX activity may influence scar formation (7,
26, 27).
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The objective of this study is to compare the IHC expression of COXs in

normal scars, HS and keloids.
Methodology

A prospective case-control study was conducted at the Universidade
Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre (UFCSPA), Rio Grande do Sul,
Brazil. Fifty-four (54) consecutive patients (aged 18 to 60 years) were included
and underwent excision of scars (18 normal, 18 hypertrophic and 18 keloids) in
the period from 03/01/2014 to 12/01/2015. The participants signed an informed
consent form, which as approved along with the study, by the Research Ethics
Committee UFCSPA, registered under number 24680913.3.0000.5345.

The excision of the scars was performed on an outpatient basis under
local anesthesia with 2% lidocaine with epinephrine (1:200,000 - Xylestesin,
from the brand Cristalia). Fragments of the scars were collected and
immediately stored in a 10% buffered formalin solution. Two examinations were

performed:

1. Anatomopathological examination: hematoxylin-eosin (HE), to
differentiate keloids, HS and normal scars (Figure 2).

2. IHC examination, to assess and quantify the expression of COX1 and
COX2 in skin samples.

The examinations were performed in the Research Laboratory of the
Postgraduate Program in Pathology at UFCSPA. The inclusion in the groups
was performed according to the type of scar, by the clinical criteria (Table 1)
confirmed by the anatomopathological examination (3, 6, 13, 14): Group I:
normal scars. Group Il: HS. Group llI: keloids. The clinical data collected were:
age, sex, skin type, cause, time and location of the scar. Based on other
studies, we opt to subdivide patients according to the Fitzpatrick scale, rather
than classifying them by ethnicity or race (8, 9).

Immunohistochemistry technique (IHC)

The IHC technique for COX1 and COX2 was performed according to the

standard routines of the Research Laboratory of the Post-Graduate Pathology
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Program at UFCSPA (29). Tissue samples were embedded in paraffin.
Histological sections 4um-thick were mounted on silanized glass slides, dried in
an oven for 60 minutes at 60°C, then left overnight at room temperature. The
following day, they were deparaffinized in xylene and rehydrated in alcohol. The
slides were placed in a 0.01M citric acid buffer (pH 6.0), with antigen retrieval
being performed in a water bath (94°C, 40 minutes). The endogenous
peroxidase was blocked with 95 mL of methanol plus 5 mL of 3% hydrogen
peroxide solution. The preparation was washed with distilled water and a PBS
solution. Bovine serum albumin was used to block the binding of nonspecific
protein. Primary antibodies COX1 and COX2 were incubated overnight at 4°C in
a dark humid chamber. During the following day, revelation was performed with
the streptavidin-biotin peroxidase method. The reactions developed in a
diaminobenzidine solution (DAB) and then counterstained for one minute in
hematoxylin. Positive and negative controls were carried out in each round of
coloring. Antibodies used: COX1: Clone RPR5866 from Abcam. As a positive
control, human skin was used (dilution 1/200). COX2: Clone SP21 from Abcam.
Positive Control - Breast carcinoma (diluiton 1/50). Secondary and tertiary
antibody kit - universal Vectastain - Elite ABC kit.

The slides were analyzed using the Olympus BX51 microscope
(Olympus DP72-optical), digitized with Olympus DP2-BSW-Olympus 2.2
software (Figure 3). For each slide at high magnification, 5 fields were randomly
chosen for the epidermis and 5 for the dermis, containing images of good
quality (Figure 4). The percentage of positive cells was determined by counting
100 cells. It was considered a positive IHC expression when at least 30% of

cells presented moderate to strong nuclear immunoreactivity.
Data Analysis

The data was analyzed with the software SPSS-22.0-IBM, by a
professional statistician in the department of research support at UFCSPA.
Values of P<0.05 were considered statistically significant. The analysis
consisted of comparison between groups with respect to age, sex, skin type,
cause, time and location of the scar. The variables age and time with scar were

analyzed using the ANOVA test and the remaining variables by the x2 test. For
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COX1 and COX2, a comparison of the IHC expression at epidermis and dermis
was performed between the groups I, Il and Ill. Another analysis was
performed comparing group | with pathological scars (groups Il and Il together).
Statistical analysis was performed using Fisher's exact test.

Results

The distribution of the patients by age, sex, location of the scar, cause of
the scar, time of the scar, and Fitzpatrick phototype can be seen in Table 2. The
mean age of the patients obtained for group Il (keloids), was significantly lower
than in the other groups. No difference was obtained between the groups in
relation to the time with scar. Group Ill had the highest concentration of the
male gender. Regarding the cause of the scars, cases of inflammatory origin
(acne) only occurring in the group of patients with keloids. Normal and HS
occurred more in the torso, while keloids more in the face, because this group
including a significant number of keloids in the earlobes. Regarding skin
phototype, the groups of patients with Fitzpatrick I-1l and IlI-1IV presented more
normal scars and HS than the V-VI types that had greater number of keloids.

The classification of the cases into the groups, initially based on the

clinical criteria, was confirmed by HE staining in all cases (Figures 5 and 6).

The results of the IHC expression of the COXs are seen in Tables 2 and
3 and charts of Figures 7 through 12.

Table 2 shows the results of the comparison of the IHC expression of the
COX1 in the epidermis and dermis between all groups and between group 1
(normal scars) and groups 2 and 3 together (pathological scarring). There was
no significant difference in the expression of COX1 in the epidermis in any
comparison. In the dermis, however, a significant difference was obtained both
in the comparison among all the groups (p = 0.014) as well as in the
comparison between normal and pathological scars (p = 0.004): groups 2 and 3
had more cases with a positive expression of COX1 when compared to normal
scars. Figures 13 and 14 show IHC reaction with a positive expression of COX1
in the epidermis and dermis respectively.
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Table 3 shows the results of the comparison of the IHC expression of the
COX2 in the epidermis and dermis among all groups and between group 1 and
groups 2 and 3 together. There was no statistical difference in the COX2
expression in any comparison, whether in the epidermis or the dermis. In the
comparison between group 1 and groups 2 and 3 together, the data suggest a
tendency towards greater positivity in the COX2 expression in the dermis for
groups 2 and 3, although with p=0.081, not being significant according to the
proposed methodology. Figure 15 shows negative IHQ expression for COX2 in

both epidermis and dermis of keloid scar.

Additional information about the COX1 and COX2 distribution pattern in
the dermis and epidermis in the intra-group comparison were also analyzed
(Charts in figures 11 and 12). In the epidermis, a positive COX1 expression was
greater than that of COX2 in all types of scars. In the dermis, however, there
was no significant difference between the COX1 and COX2 expression, in any

comparison.
Discussion

The pathogenesis of keloids and HS is not fully understood. Alterations in
growth factor regulation, failure in collagen remodeling, genetic disorders and
immunological dysfunctions have been implicated (3). Other causes may be
endocrine and neural factors. Psychiatric diseases could also be involved (8,
30, 31), which could explain the spontaneous emergence of these scars in
some individuals (Figure 16).

Although the role of PGs in healing is not definitely established, it is
known that they can induce the in vitro proliferation of fibroblasts and collagen
production in wounds, in vivo. Knowledge of wound healing without scars in
fetuses suggests that the PGs and the respective inflammatory response
induced control, at least in part, of the amount of fibrosis formed after skin injury
and repair (22, 32, 33). Skin lesions produced in the first and second halves of
fetal life can evolve without scars, with regeneration of normal skin, including
the growth of skin appendages. It is noteworthy that this phenomenon of healing
without scars occurs in the absence of inflammation. It is assumed, therefore,

that the inflammatory phase of wound repair results in the production of scar
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tissue (33-35). Wilgus et al. (2004) assessed fetal healing in mice. The COX2
expression and the ability of exogenous PGE2 to alter the wound healing was
examined. The authors concluded that the COX2 pathway is involved in fetal
wound healing and treatments targeted at its blockade could limit the formation
of skin scars in adults (35). The same authors demonstrated scar reduction in
mice with the topical administration of a COX2 blocker. Celecoxib inhibited
various parameters of inflammation at the wound site, leading to the reduction
of scar tissue. The authors suggested that adult wounds could have a reduction
in the inflammatory stage and that NSAIDs could improve the healing process
(27). It is important to reiterate that keloids occur exclusively in humans (3, 8)
and therefore the results of this study, conducted on mice, could not be safely
extrapolated to our species. In our study, the IHC expression of COX2 was not
significantly different between the groups and we could infer that the topical
application of COX2 blocker may not be beneficial in the treatment of these

scars.

Similar to our study, Abdou et al. evaluated the pattern and location of
COX1 and COX2 in scars (26). Forty patients were included (15 HS, 15 keloids
and 10 normal scars). The immunoreactivity was considered positive when any
expression was identified. The intensity of expression was evaluated
subjectively as light, moderate or strong. The difference in the COX1
expressions in normal scars, HS and keloids (40%, 53.3% and 100%,
respectively) was statistically significant. There was no significant difference in
any comparison in the COX2 expression. These data are similar to those
obtained in our study. It is relevant to point out that in the research of Abdou et
al., the group of normal scars was composed of 10 cases retrieved from the
pathology department’s files. It is known that IHC reaction is sensitive to a vast
number factors, including the solution’s buffering method for the preservation of
the tissue sample (36). Conversely, in our study all samples of skin were
handled and processed by the same methodology, in an effort to minimize
errors. Another difference between our study and that of Abdou is that they
performed the cell count including fibroblasts, endothelial cells and inflammatory
cells (26). We chose to disregard the vascular endothelium cell count as our
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goal was to evaluate only the cell responsible for the fibroplasia, the fibroblast
(Figure 17).

In our study, although we observed greater IHC expression of COX1 in
pathological scars if compared to normal scars, we did not identify significant
differences between keloids and HS. In turn, Rossielo et al. found differences in
this comparison. They studied 36 cases of patients with keloids, 32 cases of HS
and 25 cases of normal skin, aiming to define the location and expression of
COX1 and COX2. The results showed an increased expression of COX1 in HS
when compared to normal skin and keloids and an increased expression of
COX2 in keloids when compared to normal skin and HS. The authors concluded
that COX1 is involved in the formation of HS and COX2 in the formation of
keloids (7). In this study, the cases of pathological scars were compared to

normal skin, rather than normal scars, as carried out in our study.

Only one study published in the literature considers that the NSAIDs,
inhibitors of COX2, could, by reducing PGE2 production, exacerbate the
formation of excessive scarring, especially when used in the final period of the
proliferative phase (37).

We believe that some variables could influence the results of studies.
The IHC reaction comprises diverse and complex processes at all stages, and
therefore with potential errors. Without standardization, the technique can result
in non-reproducible and unreliable data. The methodology used for evaluating
the intensity of the IHC expression is critical. In addition to the technical details
involved with its execution, the variety of criteria adopted as the cutoff for
positivity can make studies incomparable (38). Other factors that could
influence the results would be the inherent difficulty to categorize the patients in
the groups. In our study, patients were included consecutively, according to the
type of scar, disregarding of other variables. The group of patients with keloids
had lower mean age and higher concentration of men than other groups, since
it included a higher number of post traumatic scars, more prevalent in this
population range. The highest concentration of patients with keloids and HS in
patients with Fitzpatrick 1ll-VI phototypes is compatible with the frequency

described for these diseases. In agreement with our findings, in the study
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performed by Abdou (2013), the distribution of the patients in groups was also
unequal in relation to the mean age and the cause of the scars. Patients with
normal scars had the surgical incisions as their main cause, while HS keloids
are predominantly caused by trauma or burns (26). The study of Rossielo
(2009) did not describe the characteristics of the groups and therefore did not

analyze their possible differences (7).

Even though there is a tendency in the studies to show a positive
relationship between the increased expression of the COXs and the HS and
keloids, the data are not conclusive. In general, the inducible COX2, is known to
be involved in pathological processes, whereas COX1 is in physiological
processes. However, in our study, the enzyme that was shown to have the
greatest expression in pathological scars was COX1. The number of studies is
small with heterogeneous results and difficult to compare. New researches
could even use alternative methods for the IHC reaction. Although it is not
possible to precisely qualify and quantify the relationship between COX and
scarring, their expressions are not the same in the different types of scars,

demonstrating that there is certain influence of them in this process.
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Table 1. Differences between keloids and hypertrophic scars

Scar
Clinical findings

Extension

Involution

Appearance

Symptom
Histopathology

Cellularity
(fibroblasts)

Collagen

Type of collagen

Skin appendages

Stages of healing

Keloid

Beyond the limits of injury

Without spontaneous

regression

Bright, nodules,

telangiectasias, thin skin,

ulceration and

hyperpigmentation possible

Pain, itching

Smaller, without
myofibroblasts

Thick, irregular bundles

3

Without glands or hair
follicles

Do not enter in the
remodeling phase

Hypertrophic scar

Within the limits of the

lesion

Spontaneous regression

Red or pinkish, rarely
thicker than 4 mm

Itching

Greater

Arrangements in nodules,

parallel to the epidermis
1and 3

May have glands or hair
follicles

Can enter in the remodeling

phase

Based on Al-Attar, Mess et al. 2006, Rabello, Souza et al. 2014.




Table 2. Patient characteristics and clinical data

70

Group 1 — Group 2 — Group 3 — p
Normal Hypertrophic Keloids
scars scars
N 18 18 18
Age (years) 0,00004
Mean 35,2 37,6 22,2
Standard deviation 9,8 12,0 7,1
Variation 18-55 18-60 18-44
Time of scar (months) 0,50333*
Mean 15,06 13,50 12,50
Standard deviation 6,30 8,44 4,22
Sex 0,04500
Male 0 16,67 66,67
Female 100,00 83,33 33,33
Cause (% of cases) 0,00025
Inflammatory 0 0 22,22
Surgical 100,00 88,89 38,89
Burn 0 5,56 0
Trauma 0 5,56 38,89
Location of scar
0,00001
Trunk 88,89 77,78 16,67
Face 5,56 5,56 72,22
Members 5,56 16,67 11,11
Skin phototype 0,00632
Fitzpatrick I-1 77,78 66,67 22,22
Fitzpatrick IlI-IV 22,22 33,33 66,67
Fitzpatrick V-VI 0 0 11,11
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Table 3. Inmunohistochemical expression of COX1 in skin samples

Group 1 Group 2 Group 3 p (between p (between
Normal Hypertrophic  Keloids  all groups) group 1 x groups
scars scars 2 and 3)
Epidermis 0,570 0,388
Negative 16,67 11,11 5,56
Positive 83,33 88,89 94,44
Dermis 0,014* 0,004*
Negative 83,33 44 44 38,89
Positive 16,67 55,56 61,11

Table 4. Inmunohistochemical expression of COX2 in skin samples

Group 1 Group 2 Group 3 p (between p (between
Normal Hypertrophic  Keloids  all groups) group 1 x groups
scars scars 2 and 3)
Epidermis 0,436 0,519
Negative 77,78 77,78 61,11
Positive 22,22 22,22 38,89
Dermis 0,207 0,081
Negative 72,22 50,00 44,44
Positive 27,78 50,00 55,56
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Figure 1. Metabolism of arachidonic acid and lipoxygenase-cyclooxygenase
pathways (based on Aid and Bosetti 2011, Kumar, Abbas et al. 2013)

Figure 2. Hypertrophic scar stained by hematoxylin-eosin technique (x200).



Figure 3. Screen capture during slide scanning (x400).



Figure 4. Methodology for delineating fields for cell counting (COX1) (x400).
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Figure 5. Keloid scar after-abdominoplasty, which extends beyond the limits of

the surgical incision.

Figure 6. Hypertrophic scars (post mammoplasty).
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Fig. 7. Graph: positivity of IHC expression of COX1 in the epidermis.
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Figure 8. Graph: positivity of immunohistochemical expression of COX1
in the dermis
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Figure 9. Graph: positivity of IHC expression of COX2 in the epidermis.
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Figure 10. Graph: positivity of IHC expression of COX2 in the dermis.
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Figure 11. Graph: positivity of the immunohistochemical expression of COX1

and COX2 in the epidermis.
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Figure 12. Graph: positivity of IHC expression of COX1 and COX2 in the

dermis.
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Figure 13. Hypertrophic scar. Positivity for COX1 in the epidermis (x400).

Figure 14. Positive IHC expression of COX1 in the dermis of hypertrophic
scar (x400).
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Figure 15. Negative IHQ expression for COX2 in both epidermis and dermis of
keloid scar (x400).

Figure 16. Spontaneous keloids.
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Figure 17. Blood vessel (not considered in the evaluation of IHC expression),
surrounded by connective tissue (COX2, x400).
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4. Consideracoes finais

Justifica-se o estudo pela prevaléncia de queloides e cicatrizes
hipertroficas na populacédo, pelo seu impacto na qualidade de vida dos
pacientes e na dificuldade de tratamento. Por se tratar de doenga multifatorial,
cuja etiologia e tratamentos ainda ndo foram adequadamente determinados,
com frequéncia profissionais meédicos, em especial das areas cirurgicas, tém
dificuldades no manejo destes casos. A maioria dos tratamentos apresenta alto
indice de recidiva e, portanto, novas terapias estdo continuamente sendo
estudadas.

Ha poucos trabalhos na literatura avaliando a influéncia das COXs na
cicatrizacdo. Nossos resultados mostraram que a expressao da COX1 mostrou-
se maior na derme de cicatrizes anormais em comparagdo com cicatrizes
normais. A expressdo da COX2 observada nao foi diferente entre todos os
grupos.

Os resultados que obtivemos sdo apenas em parte semelhantes aos dos
trabalhos publicados previamente. Mesmo havendo uma tendéncia dos estudos
demonstrarem uma relacao positiva entre a expressdo aumentada das COXs e
as cicatrizes hipertréficas e queloides, os dados nao sao conclusivos.
Curiosamente, a COX2, indutivel, supostamente estaria envolvida em
processos patolégicos, enquanto a COX1 em processos fisiolégicos. No
entanto, em nosso trabalho, a enzima que se mostrou com maior expressao em
cicatrizes anormais, foi a COX1.

Analisando os trabalhos, consideramos haver algumas variaveis que
poderiam influenciar os resultados. A reacdo de IHQ compreende diversos e

complexos processos em todas as fases. Qualquer erro potencial ocorrendo



83

em qualquer uma das etapas resulta em resultados nao reprodutiveis e nao
confidveis. Portanto, a IHQ seria um ponto critico para reprodutibilidade e
comparagao entre os trabalhos. Além disso, os diferentes critérios adotados
como ponto de corte para positividade ou negatividade obviamente influenciam
os resultados das pesquisas.

O numero de trabalhos é relativamente pequeno, com resultados obtidos
nao uniformes e de dificil comparacdao. Embora ndo se possa qualificar e
quantificar precisamente a relacdo entre as COXs e as cicatrizes, 0 que se
pode concluir até 0 momento é que as expressdes das COX1 e COX2 nado sao
iguais nos diferentes tipos de cicatrizes, demonstrando haver alguma
influéncia. Novos estudos sao necessarios para melhor conclusdo sobre a
influéncia das COXs no processo de cicatrizagcao, os quais poderiam inclusive
incluir métodos alternativos a reacado IHQ. Estes estudos poderiam abrir
possibilidades de pesquisa envolvendo o uso de AINES ou bloqueadores
especificos da COX2 na profilaxia e tratamento de cicatrizes hipertréficas e

queloides.



5. Anexos

Parecer do Comité de Etica da UFCSPA.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAO IMUNO-HISTQQU[MICA DAS CICLOXIGENASES EM CICATRIZES
HIPERTROFICAS E QUELOIDES

Pesquisador: Claudio Galleano Zettler

Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 24680913.3.0000.5345

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 562.493
Data da Relatoria: 20/03/2014

Apresentacéo do Projeto:

Desenho do estudo: observacional, prospectivo, tipo caso-controle. Amostra: 45 pacientes, submetidos a
exérese de cicatrizes hipertréficas, queldides ou cicatrizes normais, decorrentes de procedimentos de
cirurgia plastica, cujas pecas teciduais seriam normalmente desprezadas. Grupos: | - Queléide, Il -
Cicatrizes hipertréficas, Il - Pele com cicatrizes normais (controle). Método: serdo coletados fragmentos de
pele de cada espécime ressecado e acondicionados em solucdes para exame anatomo-patolégico com
coloracao hematoxilina-eosina (para confirmacéo da diferenciacéo entre quel6ides,cicatrizes hipertroficas e
cicatrizes normais e enquadramento nos grupos |, I, Il) e exame imuno-histoquimico para avaliagdo da
expresséo das cicloxigenases (presenca ou auséncia de expresséo e, quando presente, quantificacdo da
expressao).

Objetivo da Pesquisa:

Determinar a expresséo imuno-histoquimica das cicloxigenases em cicatrizes hi-pertréficas, queldides e
cicatrizes normais.

Comparar a expressao imuno-histoquimica das cicloxigenases em cicatrizes hiper-troficas e queldides com
aguela obtida em cicatrizes normais.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
O presente estudo podera trazer beneficios, quando corroborado por pesquisas futuras, que

Endereco: Rua Sarmento Leite ,245
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Continuagéo do Parecer: 562.493

confirmem o papel das COXs na patologia da cicatrizacdo. Abre-se também possibilidades de linhas de
pesquisa envolvendo uso de AINES ou bloqueadores especificos da COX-2 na profilaxia e tratamento de
cicatrizes hiperplasicas

Riscos: ndo ha risco para o voluntario em relac@o a pesquisa, uma vez que as analises serdo realizadas em
retalhos retirados no procedimento cirdrgico prévio, os riscos em relacdo com o procedimento cirdrgico que
sdo independentes da pesquisa

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Projeto muito bem escrito e com fundamentacao tedrica ampla e atualizada.
desenho do estudo bem determinado.

Nesta nova versdo ficam claros os locais onde os procedimentos serdo realizados.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
Todos os termos de apresentacao obrigatdria foram apresentados

Recomendacbes:

Tendo em vista que o CEP UFCSPA néao teve reuniao ordinaria no més de fevereiro, o cronograma de
atividades ficou desatualizado, desta forma lembramos que o inicio da coleta de dados deve acontecer
apenas apdés a aprovacao por este CEP. Utilizando o TCLE por ele aprovado. Sugiro que o relatério parcial
tal informacao (sobre o inicio das coletas) seja destacado.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Relatorio parcial devera ser apresentado em junho de 2015 e o final em dezembro de 2015 quando o projeto
seré finalizado.

Situacado do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
Consideracdes Finais a critério do CEP:

Término do projeto 06/2015.
De acordo com o Parecer do Relator.
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