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ARTIGO DE REVISAO

PROCESSO CICATRICIAL CUTANEO — HISTORIA NATURAL
E PERFIL DE CITOCINAS

CUTANEOUS HEALING PROCESS — NATURAL HISTORY AND CYTOKINE PROFILE

Laetitia Cinsa’, Ana Cristina Moura Gualberto™ ¢ Karine Helena de Souza Lopes™

Resumo

PALAVRAS-CHAVE

ABSTRACT

A histéria natural da cicatriza¢io ocorre em uma sequéncia de eventos que envolve a hemostasia, a inflamacio, a
proliferagao celular e a maturagio da matriz extracelular. Além de o processo ser direta e indiretamente influenciado
por fatores locais e sistémicos, uma rede complexa de mediadores quimicos determina aspectos fundamentais de
sua evolugio, afetando o comportamento celular do parénquima e do estroma cicatricial. O presente estudo aborda
a cicatrizagio cutinea sob o ponto de vista imunoldgico, com o objetivo de fornecer subsidios para a compreensio
deste processo patolégico.

Cicatrizagio cutinea. Inflamacao. Citocinas.

The natural history of healing occurs in a sequence of events involving hemostasis, inflammation, cell proliferation
and maturation of the extracellular matrix. Besides the process be directly and indirectly influenced by local and
systemic factors, a complex network of chemical mediators determines key aspects of its evolution, affecting cell
behavior parenchymal and stromal scarring. This study addresses the skin heals from the point of view immune,

with the goal of providing subsidies for understanding this disease process.
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A pele é um 6rgio diretamente exposto a alteragdes do meio
e sujeito a agressoes fisicas, quimicas e mecanicas, que levam 2
interrup¢ao da continuidade dos tecidos que a compéem. Com o
objetivo de restaurar a integridade morfoldgica e funcional perdida,
ocorre a cicatrizagio. Dadas as implicagoes clinicas e bioldgicas que
envolvem o tempo de fechamento das feridas cutineas, diversas
pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de se minimizar o
periodo de reparo por meio da modulagio de seus componentes. Para
que a modulagio dos eventos cicatriciais seja efetiva, a compreensio
da histdria natural do reparo se torna necessiria. A evolugio do
processo abrange cinco fases, com limites nio distintos, sobrepostos
temporalmente: hemostasia, inflamagao, demoligao, proliferacio e
matura¢io (AARESTRUP, 2012)
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A fase da hemostasia ¢ imediata 2 lesdao e depende da atividade
plaquetdria e da cascata de coagulagio (EMING et al., 2007). A
dissolugio de continuidade cutinea envolve lesio vascular na derme;
células endoteliais do revestimento vascular lesadas desencadeiam
eventos sequenciais que comegam com a agregacio plaquetdria
frouxa, seguida por ativagio, degranulagio e recrutamento de
novas plaquetas. Na degranulagio, as plaquetas ativadas liberam
mediadores como o fator de crescimento transformador-f (TGF-f),
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), tromboxanos
e o fator ativador plaquetdrio (PAF), resultando em formagio
de tampao plaquetdrio estdvel; este tampio rico em plaquetas é
estabilizado, no final da cascata de coagulagio, pela conversio do
fibrinogénio em fibrina formando o codgulo — responsivel pelo
vedamento da lesiao vascular e estabilidade dos cotos rompidos.
Ainda, o codgulo fibrinoso fornece alicerce aos leucdcitos circulantes
que desencadeario a inflamacio, que representa a préxima fase do
reparo (DIEGELMANN, EVANS, 2004).

Os produtos da degranulagio plaquetdria se difundem para o meio
extravascular formando gradiente quimiotdtico de orientacio para
diapedese leucocitdria; inicialmente, os leucdcitos polimorfonucleares

— predominantemente neutréfilos — sio responsdveis por uma resposta
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aguda, com duragio de aproximadamente 72h, com o objetivo
de remover particulas inertes pequenas, bactérias e restos celulares
(BALBINO et al., 2005; MENDONCA; COUTINHO-NETTO,
2009; RIBEIRO et al., 2009).

O processo inflamatério é diretamente responsdvel pelademoligio
— na qual é observada intensa atividade fagocitdria com produgao
de enzimas digestivas, radicais livres de oxigénio e 4cidos — e pela
proliferacio — desencadeada pela liberacao de fatores de crescimento
proporcionalmente 4 atividade fagocitdria. Os fatores de crescimento
sio glicoproteinas que estimulam a mitose em células sauddveis
remanescentes, bem como sua posterior diferenciagao. A agio dos
fatores de crescimento estimula o surgimento de miofibroblastos
— células com caracteristicas morfol6gicas e ultraestruturais mistas
de fibra muscular lisa e fibroblasto, possuindo, assim, a capacidade
de se contrairem, realizando movimento centripeto das bordas da
ferida (HINZ, 2007; LI, WANG, 2009). Além do preenchimento
e fechamento da 4rea lesada, a atividade metabélica destas células
resultam em deposicido de uma nova matriz extracelular que,
inicialmente jovem, compoe o tecido de granulagio, rico em novos
vasos sanguineos, essenciais para o fornecimento de oxigénio e
maior disponibilidade de nutrientes dado o alto metabolismo
celular necessdrio para o desenvolvimento do processo cicatricial
(MANDELBAUM et al., 2003; WERNER, GROSE, 2003).

O principal fator de crescimento regulador da angiogénese
durante o desenvolvimento do tecido cicatricial é o fator de
crescimento de endotélio vascular (VEGF); sua expressio genética
¢ maior em macréfagos residentes da derme em cicatrizagio e em
queratinécitos circunjacentes 2 lesio (BALBINO, et al., 2005).
Estudo utilizando suinos (n=15) submetidos a lesao cirtirgica na
parede abdominal demonstrou que a neutralizagio de VEGF por
anticorpos reduz a angiogénese, a formacao de tecido de granulacio
e o acimulo de fluidos intersticiais em regiées que sofreram lesio
(HOWDIESHELL et al., 2001). Além do VEGE, as angiopoetinas
— uma segunda familia de fatores de crescimento vascular — atuam
sobre o endotélio. Ao contririo do VEGE as angiopoetinas,
especialmente a angiopoietina-1, nio regulam a proliferacio das
células endoteliais, mas sim a diferenciacio e amadurecimento
destas células (WERNER, GROSE, 2003) Outros importantes
fatores de crescimento relacionados a angiogénese sio o fator de
crescimento fibrobldstico (FGF — com agio mitética, ¢ sintetizado
por fibroblastos e por células endoteliais remanescentes, e o fator
de crescimento transformador-beta (TGF-B) — citocina pré-
inflamatéria envolvida no remodelamento vascular em situacoes de
estresse oxidativo (WERNER, GROSE, 2003; RANGANATHAN
et al., 2007)

Além da neoformacio dérmica, o restabelecimento funcional da

pele depende também da reconstituigio da epiderme. Na reepitelizagao,

os queratindcitos nao danificados migram das bordas da ferida,
por influéncia quimiotdtica de fatores de crescimento, integrinas e
metaloproteases, estimulando o aumento da atividade mitdtica que
resulta em hiperplasia compensatéria do epitélio (MANDELBAUM
etal.,, 2003; MENDONGCA, COUTINHO-NETTO, 2009).

Finalmente o amadurecimento funcional ¢é atingido com
liberagio de proteases que degradam o excesso de coldgeno depositado
(HUNT, et al., 2000; HENEMYRE-HARRIS et al., 2008). Ao final
da reepitelizacdo, da angiogénese e da sintese de matriz extracelular
dérmica por fibroblastos, os tecidos sofrem maturacio, com
reorganizagdo citoarquitetural dos queratindcitos e restituicio da
camada de queratina e da interface dermo-epidérmica, organizagio
das fibras conjuntivas em meio 2 substincia fundamental amorfa e
as células residentes da derme, o restabelecimento da vascularizagio;
a matura¢do envolve, também, a apoptose de miofibroblastos
e de leucdcitos que participaram do processo inflamatério
(MANDELBAUM et al., 2003; MENDONCA; COUTINHO-
NETTO, 2009).

A evolugio destas diversas fases do reparo ¢ direta ou
indiretamente influenciada por componentes inflamatdrios celulares.
O conhecimento das células e citocinas que participam do processo é
fundamental para que tal modulagao seja eficaz (LI, WANG, 2009).

Entre as principais células presentes no sitio da reagio
inflamatéria destacam-se os neutrdfilos — na fase aguda, e os
macréfagos e os linfécitos — na fase cronica (AARESTRUP, 2012;
MCANULTY, 2007).

Os neutréfilos constituem a primeira linha de defesa imunolégica
inata. Sua migracio ¢ desencadeada por fatores quimiotdticos como
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), na fase de
hemostasia (AARESTRUD, 2012). Apés processo de transmigracio
na diapedese, os neutréfilos fagocitam intensamente pequenas
particulas e restos celulares, assim como bactérias que permeiam
o ambiente da lesio (HACKAM, FORD, 2002). Posteriormente,
e proporcionalmente 4 fagocitose, hd liberacio de fatores de
crescimento. Se, ao final da vida util do neutréfilo, persistir a
lesdo ou a presenca de microrganismos complexos, a célula entra
em apoptose liberando lipoxina — glicoproteina quimiotdtica para
leucdcitos mononucleares, com vida titil mais longa e maior potencial
fagocitdrio. Esta mudanca de perfil de infiltrado inflamatério
caracteriza a cronificagio do processo inflamatério (AARESTRUD
2012; KUMAR et al., 2005).

A partir da migracio de leucécitos mononucleares — mondcitos
e linfécitos T, os primeiros se diferenciam em macréfagos,
aumentando a populagio residente destas células na derme
(EMING et al., 2007). Monocinas sintetizadas por linfécitos, bem
como proteinas inflamatérias para macréfagos (MIPs) e proteina

quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) sdo responsdveis por este
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aumento da celularidade. Apds transmigragio, os macréfagos —
sempre em acio de reciprocidade com os linfocitos T — sdo ativados
principalmente por estimulo de interferon-gama (IFN-g) sofrendo
hipertrofia e aumento metabélico; o macréfago ativado desempenha
as fun¢ées imunoldgicas de fagocitose, apresentagio de antigenos e
proporcional liberacdo de fatores de crescimento, como o TGF-, o
TGF-a, o FGE 0 PDGF ¢ VEGE bem como linfocinas que mantém
a populagio linfocitdria (GILLITZER, GOEBELER, 2001).

O macréfago é extremamente relevante na fase inflamatéria do
reparo por fagocitar particulas inertes grandes, restos celulares maiores
do que aqueles processados pelos neutrdfilos, e microrganismos
igualmente maiores ou mais téxicos; além da atividade fagocitdria, os
macréfagos estimulam o desenvolvimento de tecido de granulagao via
sintese de mediadores lipidicos (eicosanoides), mediadores peptidicos
(citocinas e fatores de crescimento) bem como proteinas necessdrias
ao reparo, como fragées do complemento, fatores de coagulagio,
colagenases e metaloproteinases. lesio (MANDELBAUM et al.,
2003; BALBINO, et al., 2005).

Juntamente com os macréfagos, os linfécitos compéem o
infiltrado cronico. Além da significativa participagio na manutencio
da populagio macrofigica e na ativagio destas células via produgio
de linfocinas e (IFN-y), os linfocitos participam efetivamente da
resposta imunoldgica local a partir do décimo quarto dia apés a lesio
(MANDELBAUM et al., 2003; BALBINO et al., 2005).

Os linfécitos sao divididos em trés subpopulagées funcionais:
linfécitos T, linfécitos B e células NK, sendo que linfécitos T e B fazem
parte da resposta imunoldgica adquirida. Os linfécitos T coordenam
a resposta imunolégica celular a partir do reconhecimento antigénico
— capacidade conferida a estas células no timo até a puberdade;
neste 6rgio, além destes linfécitos se diferenciarem em células T
a partir da expressio do receptor para célula T (TCR), surgem os
grupos de diferenciagio CD4 (células TCD4+ ou T helpers) e CD8
(células TCD8+ ou linfécitos regulatérios). Na resposta imunoldgica
celular, os linfécitos T controlam — por ativagio (TCD4) ou inibicio
(TCD8) — a funcionalidade de mondcitos, macréfagos e linfécitos B
(AARESTRUP, 2012).

Destaca-se ainda, que os linfécitos TCD4 se subdividem
conforme o padrio de produgio de citocinas em Thl e Th2.
A resposta Thl produz as citocinas IFN-y, IL-2, TNF-a e estd
associada A resposta imunolégica pré-inflamatéria, presente em
danos teciduais. Em contrapartida, a resposta Th2, produtora das
citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, auxilia a sintese de anticorpos por
plasmdcitos e ativagao de eosinéfilos, além de participar da resposta
cicatricial e processos fibréticos (HACKAM; FORD, 2002; HUNT
et al., 2000).

As citocinas presentes no sitio inflamatério sio importantes

no estimulo e evolugio do processo cicatricial, pois participam da
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ativagdo de células endoteliais e da expressao de moléculas de adesio,
contribuindo, assim, para o recrutamento e acimulo de células
fagocitdrias para a 4rea lesada (KUMAR et al., 2005).

A IL-1, produzida por macréfagos e por queratindcitos além
das células Th, modula positivamente moléculas de adesio e ativa
metabolicamente os neutréfilos, sendo também responsével pela
mitose e diferenciagio de queratindcitos e estimulo fibrobldstico
para a producio de coldgeno precocemente no processo de reparo. A
IL-6, produzida por neutréfilos, por macréfagos e por fibroblastos, ¢
um potente estimulador mitético deste tltimo.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) é uma citocina
mediadora da resposta inflamatéria aguda. £ importante na ativagio
de células endoteliais ¢ na expressio de moléculas de adesdo, fato
que contribui para o recrutamento e acimulo de fagécitos na drea
inflamada (WERNER, GROSE, 2003).

De um modo em geral, estas citocinas estimulam receptores
endoteliais que induzem a produgio de 6xido nitrico (NO) — gés
produzido em resposta a diversos estimulos inflamatérios por
macréfagos, linfécitos TCD4, neutréfilos, fibroblastos, células
endoteliais, células dsseas e condrdcitos, a partir da L-Arginina por
a¢io de enzimas denominadas de um modo em geral NO sintases
(NOS).* Em niveis fisiolégicos o NO participa da modulagao da
resposta imunoldgica, porém, em concentragdes elevadas pode agir
como uma molécula citotéxica levando a lesdes secunddrias nas 4reas
inflamadas (HEMING et al., 2007).

Destacam-se, ainda, como importantes fatores de crescimento
no reparo cutineo o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e o fator de crescimento transformador-§ (TGE-f).
(KUMAR et al., 2005).

O PDGEF ¢ liberado em grandes quantidades na degranulacio
plaquetdria, imediatamente apds a lesdo tecidual. Foi o primeiro fator
de crescimento cuja propriedade quimiotdtica sobre macréfagos,
neutréfilos e fibroblastos foi demonstrada. Ainda, o PDGEF estimula
a sintese de elementos da matriz extracelular, incluindo o coldgeno,
via proliferacio fibrobldstica e diferenciagio de miofibroblastos
(HENEMYRE-HARRIS et al., 2008).

O TGE-B, citocina formada por uma cadeia de aminodcidos,
possui as isoformas TGF-B, TGF-B, e TGF-B,. Esta dltima
¢ considerada por diversos autores antagonista das demais.
(RANGANATHAN et al., 2007) Liberado, imediatamente apds
a lesdo, por plaquetas, macréfagos e queratinécitos, o TGE-
participa de todas as etapas do processo cicatricial. E quimiotatico
para neutr6filos, macréfagos e fibroblastos, induz vérios tipos
celulares a produzir mais TGF-B, — elevando sua concentragio no
sitio inflamatdrio, exerce influéncia sobre a angiogénese, sobre a
reconstitui¢io da derme e sobre a reepitelizacio (HENEMYRE-
HARRIS et al., 2008; RANGANATHAN et al., 2007).
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Ainda, estudos demonstram que o TGF-f ¢ um potente
estimulador da expressio de proteinas da matriz extracelular e de
integrinas. Em experimentos com feridas tratadas com anticorpos
neutralizantes de TGF-B, ou combinagées de TGF-B, ¢ TGF-,,
foi observado que este tratamento leva a uma reducio significativa
na deposi¢io de matriz extracelular e & subsequente cicatrizagio
(MCANULTY, 2007).

O efeito do TGF-B, na reepitelizagio ¢ aparentemente
paradoxal. De um lado, tanto in vivo como in vitro, inibe a
proliferagdo de queratinécitos, o que sugere ser um regulador
negativo da reepetilizagio, e por outro lado induz a expressio da
integrina que ¢ fundamental para a migragio de queratinécitos
sobre a matriz proviséria rica em fibronectina. (MCANULTY, 2007;
HINZ, 2007).

Estudo realizado utilizando camundongos transgénicos (n=60)
que expressam o transgene TGF-B, em queratindcitos apresentaram
atraso na cicatrizagio apés ferimento de queimadura provocadas
com laser de CO,. > Por outro lado foi idealizado um experimento
com camundongos transgénicos expressando o receptor dominante
negativo de TGF-B exclusivamente nos queratindcitos e ficou
evidenciada uma acelerada reepitelizacao em feridas de pele (HINZ,
2007).

Ainda, segundo Adzick et al. (1994), moléculas da superfamilia
TGF-B estio diretamente relacionadas a qualidade do tecido
cicatricial formado. Estudos demonstram que a diminui¢io da
expressdo desta citocina dificulta o fechamento dalesao, por interferir
no aumento da populagao de células como macréfagos e fibroblastos
e, também, na angiogénese. Em contrapartida, o excesso de TGF-f3
pode levar a formagio de fibrose, pois haverd um estimulo excessivo
do metabolismo de fibroblastos com produgio exagerada de matriz
extracelular (HEMING, 2007; GILLITZER e GOEBELER, 2001;
HACKAM e FORD, 2002)
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