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MODELO ANIMAL DE QUELOIDE UTILIZANDO FIBROBLASTOS
MODIFICADOS GENETICAMENTE

Animal model of keloids using genetically modified fibroblasts
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RESUMO

Introducdo: Existe pouco entendimento a respeito dos mecanis-
mos moleculares que levam a formacgé&o dos queléides e cicatrizes
hipertréficas, assim como néo existe um modelo animal adequado
para seu estudo, visto que s6 ocorrem em humanos. A teoria mais
aceita propde que um aumento na regulacéo do TGF-p1 leva a
formacéo dessas cicatrizes. Objetivo: Criar um modelo animal de
queldide utilizando células geneticamente modificadas codifican-
do o TGF-B1. Método: Fibroblastos dérmicos humanos foram gene-
ticamente modificados para aumentarem a expressédo de TGF-f1
na forma selvagem ou latente ou na forma mutante ou ativa. Os
fibroblastos transfectados foram transplantados intradermica-
mente em camundongos atimicos, e a formagédo de tecido fibroso
analisada em diferentes intervalos de tempo por meio de histologia
e imunohistoquimica. Resultados: Ap6s a injecdo intradérmica nos
camundongos atimicos, apenas os fibroblastos expressando a
forma ativa do TGF-B1 formaram nédulos “quel6ide-like”, contendo
colageno e fibronectina. Estas estruturas persistram microscopica-
mente por mais tempo que os implantes dos fibroblastos controle
e os expressando a forma latente do TGF-1. Conclusfes: A injecéo
de fibroblastos transfectados codificando o TGF-B1 levou a forma-
¢do de nodulos semelhantes ao queldide na pele de camundon-
gos atimicos. O TGF-B1 precisa estar em sua forma ativa para
produzir os nddulos fibroticos.

Descritores: Queldide. Modelos animais. Fibroblastos. Fatores
de crescimento de fibroblastos.

1. Doutora pela Disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP.

2. Professor afiliado da Disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP.
3.PhD Assistant Professor Brown University, USA.

4. Professora Titular da Disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP.

Correspondénciapara: Anelisa B. Campaner
Disciplina de Cirurgia Plastica UNIFESP

SUMMARY

Introduction: There is little understanding of the molecular
mechanisms leading to the formation of keloids or hyper-
trophic scars, nor is there an adequate animal model for
their study, as they occur only in humans. A leading theory
proposes that upregulation of TGF-B1 leads to the formation
of these scars. Objective: To create an animal model of
keloid using genetically modified cells encoding TGF-p1.
Methods: Normal human dermal fibroblasts were
genetically modified to overexpress TGF-B1 as either the wild
type latent molecule or as a mutant active molecule. The
transfected fibroblasts and controls were implanted
intradermally into athymic mice and fibrotic tissue formation
by these cells was analyzed at various time points by
histology and immunostaining. Results: After intradermal
injection into athymic mice, only those fibroblasts
expressing active TGF-p1 formed “keloid-like” nodules
containing collagen and fibronectin. These structures
persisted longer microscopically than implants of control
fibroblasts or fibroblasts overexpressing latent TGF-B1, but
eventually regressed. Conclusions: The injection of
transfected fibroblasts encoding TGF-B1 led to formation of
keloid-like nodules in athymic mice skin. TGF-B1 needs to be
in the active form to produce the fibrotic nodules.

Descriptors: Keloid. Models, animal. Fibroblasts. Fibroblast
growth factors.
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INTRODUCAO

A fibrose durante o processo de cicatrizagdo da pele se
apresenta clinicamente como quel6ide e cicatriz hipertréfica.
O queldide é a forma mais exuberante desse processo e se
desenvolve exclusivamente em humanos. Apesar das inimeras
opcdes terapéuticas, como corticéides, radiacdo, laser, cirur-
gias e interferon, a recorréncia do queléide é freqlente,
variando de 40 a 100%.

Existe pouco entendimento sobre os mecanismos molecu-
lares que levam a formacdo dos queldides e cicatrizes
hipertréficas, assim como ha falta de um modelo animal ade-
quado para seu estudo, visto que eles s6 se desenvolvem em
humanos. Teorias recentes propdem que 0 aumento na expres-
sdo do Fator de Crescimento Transformante beta 1 (TGF-B1),
leva ao aumento da proliferacéo celular e a sintese de matriz
excessiva®s, Ele € uma das principais citoquinas que estimulam
a producgéo de colageno e de outros componentes da matriz
extracelular, assim como também a proliferacdo celular.

Devido a inexisténcia de um modelo animal para o estudo
da etiologia do quel6ide e da cicatriz hipertrofica, a maioria dos
estudos tem sido realizada em culturas de células e tecidos
dessas lesdes, mostrando um aumento da expressao do TGF-B1.
Por este motivo, este estudo teve por objetivo avaliar direta-
mente o papel do aumento da producéo de TGF-f1 na forma-
¢do do queldide. Para tanto, foi utilizado um modelo de
implante de fibroblastos dérmicos humanos, modificados gene-
ticamente para aumentar a producdo de TGF-p1, em camun-
dongos atimicos e avaliada a formagdo de tecido queloi-
deano na pele.

METODO

Modificacdo genética

A modificacdo genética foi realizada em fibroblastos
dérmicos humanos obtidos de postectomias de recém-nasci-
dos, utilizando-se dois vetores retrovirais que codificavam o TGF-
B1, conforme descrito anteriormente® (Aprovado pelo Comité
de Etica do Hospital). O primeiro retrovirus codificava o TGF-R1
na sua forma selvagem, em forma nédo ativada, que é a forma
produzida e secretada normalmente pelas células humanas. O
segundo retrovirus codificava o TGF-81 em uma forma mutante,
j& em sua forma ativa. As células modificadas geneticamente
foram avaliadas quanto & produgéo do fator de crescimento
por meio do método de ELISA.

Preparagdo e Implante das Células Modificadas Genetica-
mente

Foram utilizados camundongos atimicos da linhagem Tac:Cr:
(MCr)-Fox1™, machos, entre 5 e 6 semanas de vida. Todos 0s
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal e
seguidas as normas do Guia para Cuidado e Uso de Animais de
Laboratdrio, do National Institute of Health (NIH) dos EUA.

Os fibroblastos ndo modificados e os modificados gene-
ticamente foram expandidos em cultura. Foram implanta-
das 1 x 10® células em 0,1 ml de DMEM (meio de Eagle
modificado por Dulbecco) em seringas de 1 ml com agu-
lhas de 28-gauge, em cada ponto. Foram utilizados 28
animais, sendo cada injetado com duplicatas de cada
grupo de células e do controle do veiculo de injecdo. Os
animais foram sacrificados pela inalagcao de gas carbdnico
apos 3, 7, 10, 14, 21, 28 e 56 dias da injecao. Para cada dia
de estudo, foram sacrificados 4 animais. A pele do dorso de
cada animal foi incisada em sua espessura total ao redor
do grupo das areas injetadas com as células.

Histologia e Imunohistoquimica

Uma das areas dissecadas de cada grupo de cada animal
foi fixada em formalina a 10% e corada com hematoxilina-
eosina. A outra peca foi embebida em meio para corte, Tissue-
Tek e congelada a -80°C, para realizagédo de imunohistoquimica
para avaliar a constituicdo dos nédulos formados pelas células
do grupo ativo. Para a avaliagdo da presenga das células
humanas, os cortes foram encubados com anticorpo mono-
clonal de camundongo antivimentina. Para avaliagéo da cons-
tituicdo do tecido dos nddulos formados, foram utilizados um
anticorpo anticolageno do tipo | humano e antifibronectina,
frac&o IST-9.

RESULTADOS

Achados macroscopicos

Trés dias ap6s o implante, as células do grupo latente e ativo
formaram nodulos macroscopicos que eram visiveis tanto no
lado interno quanto externo da pele. Apés 7, 10 e 14 dias do
implante, os nédulos eram evidentes apenas nas células do
grupo ativo, e pareciam estar contraidos e com consisténcia
mais firme. Apds 21 dias, os ndédulos ndo eram evidentes
macroscopicamente em nenhum grupo celular. Notava-se,
também, intensa vascularizagéo no grupo ativo, no primeiro dia
de sacrificio que se seguiu nos dias 7 e 10 (Figura 1).

Achados histoldgicos

Com 3 e 7 dias de implante, as areas dos 3 grupos de células
puderam ser identificadas, contendo grande nimero de célu-
las e pouca organizacdo tecidual. A presenca de vasos sangui-
neos era mais importante no grupo ativo. A partir do décimo dia,
foi dificil identificar com certeza as areas injetadas das células
controle e do grupo latente, ao contrario das células do grupo
ativo, que formaram nédulos distintos, mais evidentes com 14
dias. O nodulo também estava “encapsulado” por tecido
conectivo. Os nddulos formados pelas células ativas persistiram
até 28 dias, mas diminuiram consideravelmente em tamanho.
Com 56 dias de implante, nenhum nédulo foi evidenciado tanto
macro quanto microscopicamente, nos 3 grupos celulares
(Figura 2).
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Modelo animal de queléide

Figura 1 - Aspecto macroscopico da face interna da pele de espessura total do dorso dos camundongos, evidenciando as areas
injetadas com os grupos de células em estudo. As flechas indicam a formagéo de nodulos.

controle ativo latente veiculo

|
Figura 2 - Microscopia Optica. Cortes corados com hematoxilina-eosina ap6s inje¢éo intradérmica das
células dos 3 grupos, em diferentes dias. Barra: 100 um.
14 dias
CONTROLE LATENTE
H

Rev. Soc. Bras. Cir. Plast. 2007; 22(3): 137-42
139




Campaner AB et al.

Imunohistoquimica

A histoquimica confirmou que, em todos os dias de sacrifi-
cio, para todos os grupos, havia presenca de células humanas,
sendo que as células controle e do grupo latente estavam em
menor nimero do que as do grupo ativo (Figura 3). As células
do grupo ativo, por sua vez, estavam geralmente confinadas
em um nodulo, entremeadas por um tecido conectivo bem
visivel, nos dias 10, 14 e 21 ap6s o implante. Com a reacao
imunohistoquimica notou-se que a produgdo de colageno
estava presente nos nédulos formados pelo grupo ativo e foi
maior onde existia maior concentracao de células humanas
(Figura 4). Também em cortes seriados do grupo ativo, onde a
formacgdo do nddulo era evidente, avaliou-se a presenca de
fibronectina fracao IST-9. Notou-se uma distribuicdo homogé-
nea por todo nédulo, ndo havendo relagdo com a localizagédo
das células. A fibronectina era muito mais abundante que o
colageno do tipo | (Figura 5).

DISCUSSAO

O estudo in vivo da fibrose durante a cicatrizacao, principal-
mente do queldide, com modelos animais ainda esta muito
limitado, devido a estas afecgBes se desenvolverem apenas
em humanos. Os modelos animais existentes sdo poucos e
limitados ao implante de fragmentos de queléide no subcuta-
neo de camundongos. Estes estudos avaliaram, principalmen-
te, a integracdo e a vascularizagcao dos tecidos queloideanos
implantados, e ndo seu mecanismo de formacao’™.

Quando injetados intradermicamente nos camundongos
atimicos, a organizacéo tecidual dos fibroblastos do grupo ativo
foi muito distinta, formando nédulos macroscopicamente evi-
dentes, que persistram por até 14 dias macroscopicamente e,
até 28 dias, microscopicamente. Outra caracteristica interes-
sante nos nédulos do grupo ativo foi a intensa vascularizagao
evidenciada com 3 e 7 dias, que foi confrmada na micros-

Figura 3 - Cortes frescos congelados avaliados por meio de imunohistoquimica para vimentina humana e corados com TMB.
As células humanas estéo coradas em azul (microscopia Optica comum). Barra: 100 pm.
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Modelo animal de queléide

Figura 4 - Cortes frescos congelados avaliados por meio de imunohistoquimica. A esquerda, um corte testado para vimentina
humana e corado com TMB. As células humanas sdo coradas em azul. A direita, corte seriado avaliado para colageno do tipo |
humano e corado com DAB. A coloragdo amarronzada corresponde ao colageno (microscopia Optica comum). Barra: 100 pm.
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Figura 5 - Cortes frescos congelados avaliados por meio de imunohistoquimica. A esquerda (A e C), cortes testados para vimentina
humana e corados com TMB. As células humanas séo coradas em azul. A direita (B e D), cortes seriados avaliados para fibronectina IST-
9 humana e corado com TMB. Todo tecido corado em azul corresponde a fibronectina (microscopia éptica comum). Barra: 100 um.
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copia. Este efeito pode ter relacdo com a agdo de angio-
génese estimulada pelo TGF-B1 in vivo®,

Além da vascularizagdo, os nédulos do grupo ativo contrai-
ram apos 10 dias, formando nodulos esféricos bem evidentes,
€ que na macroscopia sugeriam estar encapsulados por tecido
conectivo. O nddulo poderia estar encapsulado por tecido
conectivo reacional do camundongo, ou matriz extracelular
formada pelas células do nédulo. Ou, ainda, o TGF-B1 produzido
pelas células poderia ter estimulado tanto as células exteriores
ao nodulo a expressar a actina o e levar a contragdo dos
nddulos, quanto as proprias células humanas transfectadas,
assim como evidenciado por Desmouliere et al.®,

Todas estas caracteristicas tém similaridades com a
histologia de queldides e cicatrizes hipertréficas, embora essas
lesdes sejam por vezes confundidas, existindo grande seme-
lhanca na histologia. O queldide é caracterizado pela presen-
ca de espirais de bandas de colageno espesso e hialinizado, ou
colageno queloideano, com substancia fundamental muci-
nosa com poucos fibroblastos; cicatrizes hipertréficas sdo ca-
racterizadas por estruturas nodulares com fibras colagenas finas
organizadas randomicamente**,

Estes dados demonstram que o aumento na expressao do
TGF-B1 é necessario, mas ndo foi suficiente para manter a
formacgao da fibrose. Isto é em parte embasado no fato que
apenas os fibroblastos expressando o TGF-B1 na forma ativa
formaram nédulos semelhantes ao queldide. No ambiente da
cicatriz, devem estar presentes também sinais que ativem o
TGF-B1 latente, normalmente produzido pelas células. A forma-
¢ao dessas cicatrizes é, provavelmente, um processo com
varios passos.

O maior entendimento dos eventos moleculares e celulares
que levam a formacdo dessas cicatrizes podera ajudar na
prevencdo e em novos métodos de tratamento. As modifica-
¢cOes genéticas usadas ddo uma nova dimensdo e permitem
que estas células possam ser usadas no tratamento de doencas
hereditarias, produzindo ou inibindo fatores de crescimento
para modular o processo de cicatrizagdo, como também
liberarem proteinas terapéuticas sistemicamente.

CONCLUSOES

Este modelo tem como vantagem poder definir as estruturas
dos tecidos que sdo comuns tanto ao queléide quanto a
cicatrizes hipertréficas. Também pode ser utilizado em modelos
de fibrose em outros érgaos e tecidos. Pode ainda ajudar a
definir o papel de genes e citoquinas especificos e os caminhos
e mecanismos de sinalizagdo, ao contrario da maioria dos
estudos que utiliza o tecido fibroso ja formado, ou a cultura de
células desses tecidos, e mostrar apenas o que esta alterado.
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