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Resumo

Fundamentos: O tacrolimus é utilizado na prevencao de cicatrizes inestéticas devido a sua acao
sobre a atividade de fibroblastos e modulacao da producéo de colageno.

Objetivos: Avaliar as vias de atuacdo, do ponto de vista histopatoldgico e no controle de
citocinas, do tacrolimus pomada, na prevencéo de cicatrizes hipertroficas.

Métodos: Vinte e dois coelhos foram submetidos a excisdo de dois fragmentos de 1cm, em cada
orelha, incluindo o pericondrio. A orelha direita recebeu tacrolimus 0,1% na ferida superior e
0,03% na inferior, em pomada, aplicados duas vezes ao dia. A orelha esquerda, controle, recebeu
vaselina na mesma posologia. Apos 30 dias, foram avaliadas as fibras colagenas nas cicatrizes,
realizadas coloragdes especiais e imuno-histoquimica para actina, TGF-$ e VEGF.

Resultados: Feridas tratadas com tacrolimus 0,1% apresentaram marcacao fraca e menor per-
centual de marcagdo para actina de misculo liso, maior proporcdo de auséncia de mucina,
coloracao fraca, fibras finas e organizadas na coloracéo pelo tricrémico de Gomori, coloracao
forte e fibras organizadas na coloracdo pelo método de Verhoeff, se comparadas ao controle.
As feridas tratadas com tacrolimus 0,03% apresentaram marcacao fraca para actina de masculo
liso, maior proporcao de auséncia de mucina, coloracao forte pelo Verhoeff, se comparadas ao
controle.
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Limitagbes do estudo: Analise realizada por patologista Unico. Microscopia por geracdo de
segundo harménico realizada em duas areas amostrais da cicatriz.

Conclusées: Ambas as concentracées do medicamento se mostraram eficazes na supressao do
TGF-B e actina de musculo liso, reducado de mucina, melhora da qualidade das fibras colagenas,
densidade das fibras elasticas, mas apenas a maior concentracdo teve efeito na organizacao

das fibras elasticas.

© 2021 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

0 mecanismo de cicatrizacao, independente do agente cau-
sal, é sistémico e dinamico, e depende das condicdes do
individuo envolvido. Caracteriza-se por um processo de
reorganizacao e reconstituicao tecidual, proveniente da
interacao de eventos bioquimicos, moleculares e celulares.’
Quando um agente causal, injlria, acarreta uma lesao
tecidual e expde componentes da matriz extracelular em
contato com elementos sanguineos, desencadeia todo o pro-
cesso denominado de cicatrizacao, culminando na atracao
de células inflamatérias para o local do comprometimento.?

A presenca de mucina na substancia amorfa de uma
cicatriz geralmente se associa a ma qualidade da mesma.
Queloides podem apresentar quantidade significativa de
mucina; ja em cicatrizes hipertréficas, muitas vezes tal subs-
tancia nao é observada.’

O tacrolimus é um imunossupressor, inicialmente sinte-
tizado para uso sistémico na prevencao de rejeicao em
transplante de orgaos solidos, que atua ligando-se a cal-
modulina e inibindo a sintese de calcineurina nos linfocitos,
baséfilos, células dendriticas e eosindfilos.*> Dessa maneira,
inibe a transcricao de algumas citocinas inflamatorias, como
IL-2, IL-3, IL-4, TNF-alfa, e a ativacao de linfocitos T, reduz
a populacao de células dendriticas, que sdo apresentado-
ras de antigenos e podem desencadear resposta inflamatoria
alérgica, reduz mediadores de mastocitos e basofilos (his-
tamina), reduz prurido pela diminuicdo na producdo de
substancia P e fator de crescimento neuronal.”>® Apresenta
menor absorcdo cutanea se comparado aos glicocorticoides,
0 que aumenta sua seguranca de uso, em decorréncia do
menor potencial de efeitos adversos sistémicos.”-?

Estudo utilizado por via tdpica, nas cicatrizes inestéti-
cas, promoveria a apoptose e supressao da atividade de
fibroblastos.®

Métodos

0 estudo foi realizado de acordo com U.K. Animals (Scientific
Procedures) Act, 1986, National Institutes of Health guide
for the care and use of Laboratory animals (1978) e Codigo
Brasileiro de Experimentacao Animal (1988), e foi aprovado
pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Minas Gerais, protocolo n°74/2016.°~""

Foram utilizados 22 coelhos machos (Oryctolagus cunicu-
lus), da raca Nova Zelandia brancos, de aproximadamente
2 meses de idade, identificados por nimeros. Os animais
foram submetidos a excisdao de dois fragmentos de 1cm,
na superficie ventral de cada orelha, separados 4cm entre
si, até a cartilagem, envolvendo o pericondrio. A orelha

direita dos animais recebeu o tacrolimus: 0,1% em pomada
na ferida superior e 0,03% em pomada na ferida inferior,
aplicados duas vezes ao dia. A orelha esquerda, controle,
recebeu a vaselina na mesma posologia do medicamento
estudado (fig. 1).

No trigésimo dia pos-operatdrio, as feridas foram exci-
sadas e preparadas para analise histopatoldgica em laminas
corados por hematoxilina e eosina, alcian blue, tricrémico
de Gomori e Verhoeff, e preparadas para analise imuno-
-histoquimica, com os anticorpos actina de musculo liso,
TGF-B e VEGF. Foram avaliadas algumas variaveis (tabelas
1e2).

Laminas coradas para hematoxilina e eosina foram envi-
adas para analise de imagens por microscopia por geracao
de segundo harmonico e microscopia de fluorescéncia por
geracao de dois fotons, para analise de fibras colagenas, a
partir de duas areas quadradas de 500 um, aleatoriamente
determinadas.

O programa PyFibre foi utilizado para realizar analises de
imagens e calculos a fim de gerar algumas métricas acerca
das fibras colagenas:

Anisotropia global (0-1): Quando as fibras estao distri-
buidas aleatoriamente, o valor da anisotropia é igual a 0O;
quando as fibras estao orientadas na mesma direcao, o valor
da anisotropia € igual a 1.

Medida de ondulacao das fibras (0-1): Quanto mais ondu-
lada é a fibra, mais proximo de 0 é o valor

Linearidade dos segmentos de fibras (0-1): Fibra comple-
tamente circular igual a 0; fibra completamente linear igual
at.

Densidade de fibras e células: intensidade da imagem
pela area da imagem, tanto para fibras quanto para células.

Em todos os testes foi utilizado um nivel de significancia
de 5%, portanto diferencas sao significativas considerando p
< 0,05. O software utilizado para as analises foi o SPSS for
Windows, versao 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

Resultados

Nenhum animal envolvido no experimento apresentou
alteracbes na pele a ectoscopia ao longo do experi-
mento. Apresentaram boas condicées gerais e a recuperacao
da intervencao cirdrgica foi favoravel e espontanea, em
ambiente controlado. Dois coelhos morreram na inducao
anestésica. Os demais animais sobreviveram aos 30 dias de
experimento.

As analises microscopicas foram realizadas sem
perdas de fragmentos das feridas e as laminas foram
analisadas em microscopio de luz com aumentos de 20x
e 40x. Classificacées foram realizadas de acordo com a
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Superficie ventral

orelha coelho D

Figura 1

Tabela 1

Superficie ventral

orelha coelho E

Tacrolimus 0,1% pomada

Tacrolimus 0,03% pomada

‘ Vaselina
. Vaselina

Feridas em que foram aplicados vaselina e tacrolimus em pomada a 0,1% e 0,03%.

Avaliacao microscopica das feridas, coloracdes especiais - critérios utilizados

Avaliacao microscopia das feridas

Alcian blue Verhoeff Tricromico de Gomori
Intensidade da 0 - Ausente 1 - Fraca 1 - Fraca
coloracao 1 - Fraca 2 - Média 2 - Forte

2 - Forte 3 - Forte
Orientacao das - 1 - Organizadas 1 - Organizadas
fibras 2 - Desorganizadas 2 - Desorganizadas
Espessura das - - 1 - Finas
fibras 2 - Espessas

Tabela 2 Avaliacdo imuno-histoquimica das feridas - critérios utilizados

Avaliacao imuno-histoquimica das feridas

Actina de musculo VEGF TGF-B
Percentual da ferida corada 0%-100% 0%-100% 0%-100%
Intensidade da coloracao 1 - Fraca 0 - Ausente 0 - Ausente
2 - Média 1 - Fraca 1 - Fraca
3 - Forte 2 - Média 2 - Forte
3 - Forte 3 - Forte

padronizacao proposta. Considerando as variaveis para
colageno (anisotropia e densidade de fibras), o grupo
que utilizou dosagem superior do tacrolimus apresentou
média significativamente menor que o grupo que utilizou a
dosagem inferior (p = 0,036 e p = 0,027). Feridas tratadas
com tacrolimus em sua maior concentracao apresentaram
maior propor¢ao de marcacéao fraca para actina de musculo
liso e menor percentual de marcagao se comparadas ao seu
controle (p = 0,005 e p = 0,034). As feridas nas quais foi
utilizado o tacrolimus 0,1% apresentam maior proporcao de
auséncia de mucina (p = 0,029), intensidade de marcacao
fraca, fibras finas e organizadas para tricromico de Gomori
(p = 0,047, p = 0,025 e p = 0,004), intensidade de marcacao
forte e fibras organizadas para Verhoeff (fig. 2) (p < 0,001
e p < 0,001) se comparadas aos controles. Maior proporcao
de auséncia de mucina (fig. 3) (p = 0,002) e intensidade
de marcacao mais forte para Verhoeff (p < 0,001) foram

observadas nas feridas tratadas com o medicamento na
concentracao 0,03% se comparadas ao controle.

As feridas tratadas com o tacrolimus 0,03% apresentam
maior proporcdo de marcacao fraca para actina de mUs-
culo liso se comparadas ao controle (fig. 4) (p = 0,026). As
feridas tratadas com tacrolimusa 0,1% apresentaram maior
proporcao de intensidade de marcacao forte e fibras organi-
zadas para Verhoeff se comparadas as feridas tratadas com
a medicacao a 0,03% (p = 0,040 e p = 0,027).

Discussao

O tacrolimus em pomada ndo € um medicamento formal-
mente indicado para tratamento de cicatrizes queloidianas
e hipertroficas, em razao da quantidade insuficiente de estu-
dos com esse proposito.'?
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Figura 2 (A), Ferida tratada com tacrolimus 0,1% evidenci-
ando marcacéo forte e fibras elasticas organizadas (Verhoeff,
20x). (B), Ferida controle evidenciando marcacao fraca e fibras
elasticas desorganizadas (Verhoeff, 20x).

Figura 3  (A), Ferida tratada com tacrolimus 0,03%, auséncia
de mucina (Alcian blue, 20x). (B), Ferida controle evidenciando
presenca de mucina em maior quantidade (Alcian blue, 20x).

As cicatrizes inestéticas geralmente se apresentam um
més apos a injlria causadora, e as alteragcdes histologicas,
como neovascularizacdo, deposicao aumentada de colageno
e fibroblastos, ocorrem na derme, gerando um processo
inflamatério crénico, principalmente na derme reticular.'
Injurias epidérmicas, superficiais, dificilmente culminam em
cicatrizes inestéticas, e tais cicatrizes sdo mais observadas
em areas mais expostas e que sofrem mais tensao.'
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Figura4 Imuno-histoquimica para actina de musculo liso. (A),
Ferida tratada com tacrolimus 0,03%, evidenciando marcacao
fraca (20x). (B), Ferida controle evidenciando marcacao forte
(20x).

A amostragem foi calculada com base em estudos ja
publicados, usando o mesmo modelo experimental e levando
em conta uma perda de 25%, que é a prevista para tal
modelo. Por terem sido adotadas medidas baseadas nas nor-
mas e leis de protecao em experimentacao animal justifica
a perda observada no presente estudo ter sido inferior a
10%."°

Em 2007, Mustoe sugeriu o modelo para reproducao de
cicatrizes hipertroficas no dorso de orelhas de coelhos e um
periodo de seguimento e observacao de aproximadamente
30 dias, periodo esse adotado em outros experimentos,
baseado na premissa de que cicatrizes inestéticas se mani-
festam, geralmente, um més apds a agressao.'®”'° Tal
modelo vem sendo utilizado desde entao, inclusive para
estudo do tacrolimus, mas em formulacao intradérmica inje-
tavel, com resultados positivos em cicatrizes inestéticas, o
que, acrescido a facilidade de acesso e custo da medicacao
em pomada nas concentracoes 0,1% e 0,03%, impulsionou o
presente estudo.'

A utilizacao do tacrolimus culminou em cicatrizes com
maior proporcao de fibras de colageno mais finas e organi-
zadas pela coloracao de tricromico de Gomori. As feridas
tratadas com tacrolimus 0,1% apresentaram menor valor
médio de densidade de fibras colagenas (p = 0,027) e de ani-
sotropia dessas fibras (p = 0,036), se comparadas as tratadas
com o tacrolimus 0,03%, o que indica que as fibras colagenas,
além de menos densas, estdo distribuidas de forma menos
paralela nas feridas tratadas com tacrolimus 0,1%. O uso do
tacrolimus a 0,1% acarretou maior proporcao de marcacao
fraca para tricromico de Gomori, com fibras mais finas e
organizadas, se comparado ao controle, o em concordan-
cia com os achados da microscopia por geracao de segundo
harmonico e microscopia de fluorescéncia por geracao de
dois fotons. Tais resultados estao de acordo com a litera-
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tura, pois em cicatrizes inestéticas as fibras de colageno se
dispéem de forma mais paralela se comparadas a pele nor-
mal; os feixes de colageno sdao mais grossos, espacados e os
fibroblastos produzem colageno de maneira excessiva, prin-
cipalmente colageno tipo 111.2° O queloide apresenta uma
grande quantidade de colageno desorganizado e mucopolis-
sacarideos na matriz extracelular. Na cicatriz hipertrofica, o
colageno se deposita mais nas camadas superficiais da derme
reticular; no queloide, o coladgeno se estende por toda a
derme reticular.?"-??

Quando analisados os resultados da imuno-histoquimica,
as feridas da orelha direita, independente da concentracao
do medicamento, apresentaram maior proporcao de
marcacao fraca para actina de musculo liso e ausente para
TGF-B, (p < 0,001 e p = 0,030, respectivamente) e menor
percentual da lamina marcada para actina de mdsculo liso (p
= 0,008). As feridas tratadas com o tacrolimus 0,1% e 0,03%
também apresentaram maior proporcao de marcacao fraca
para actina de musculo liso, quando comparadas aos res-
pectivos controles (p = 0,005 e p = 0,026), e as tratadas com
o medicamento em sua maior concentracao apresentaram
menor percentual da ldmina marcada para actina de mus-
culo liso se comparadas ao seu controle (p = 0,034) - ou seja,
o uso da medicacao estudada, em ambas as concentracoes,
provavelmente causou supressao da expressao de TGF-B e,
consequentemente, da actina de musculo liso. Tais achados
se justificam pelo fato de cicatrizes hipertroficas e que-
loidianas apresentarem um desequilibrio na liberacao de
fatores de crescimento locais como o TGF-3, que estimula a
producéo de matriz extracelular e tem acao fibrogénica.?*=2°

Os TGF-B 1 e 2 estimulam o aparecimento de miofi-
broblastos ricos em alfa actina de musculo liso e exercem
um estimulo poderoso a sintese da alfa actina.?® Os mio-
fibroblastos desempenham uma atividade importante na
organogénese, reparo, inflamacao e fibrose, por meio da
secrecao de citocinas inflamatoérias, quimiocinas, fatores de
crescimento e mediadores inflamatorios. Quando presentes
em feridas cicatriciais, os miofibroblastos expressam o feno-
tipo de musculo liso apenas temporariamente. Esse fenotipo
persiste em cicatrizes inestéticas, assim como em doencas
fibrocontrteis e condicées proliferativas neoplasicas.?’

Fibroblastos presentes em cicatrizes inestéticas
apresentam sensibilidade aumentada e prejuizo na
retroalimentacdo negativa em relacao ao TGF-B, acar-
retando maior deposicdo de colageno.”®” O uso do
medicamento em sua menor concentracao resultou em
feridas com maior proporcao de marcacao forte para VEGF,
se comparado ao emprego da substancia em sua maior
concentracdo; no entanto, nao houve diferenca entre
grupos controle e tratamento.

A citocina em questdao é produzida por fibroblastos e
tem sua sintese aumentada no queloide.*° Estudo que utili-
zou 0 mesmo modelo de orelhas de coelhos evidenciou que
atuar sobre a angiogénese de maneira preventiva em relacao
a excessos é efetivo para evitar cicatrizes inestéticas.”
Disfuncao endotelial, com consequente aumento da per-
meabilidade vascular e acimulo de células inflamatorias e
fatores inflamatorios na area da injlria, promovendo um
aumento de atividade dos fibroblastos, favorecem o surgi-
mento de cicatrizes inestéticas.

A angiogénese é estimulada quando se tem tensao na
cicatriz. Fatores sistémicos que promovem vasodilatacao
predispoem a cicatrizes desfavoraveis, e sabe-se que varias

terapias para cicatrizes patologicas se baseiam em supressao
de vasos sanguineos.>? Os niveis de VEGF sao mais elevados
em injurias mais profundas se comparadas as mais rasas e a
pele normal.>* Com base no exposto, a medicacdo em sua
maior concentracao obteve feridas com menor expressao de
VEGF, apesar de estudo anterior com o medicamento ter
evidenciando maior concentracao de capilares nas feridas
tratadas com essa concentracdo do medicamento. '

Evidéncias mostram que capilares formados na fase da
angiogénese sao essenciais para a regeneragao tecidual,
mas uma exacerbacao em tal fase se associa a cicatri-
zes fibrdticas.***> O mais provavel é que o maior nimero
de capilares nas feridas tratadas com o tacrolimus a 0,1%
nao representassem angiogénese exacerbada, mas apenas
variacoes no limite da normalidade.

A mucina é pouco vista em cicatrizes hipertroficas,
mas muitas vezes & abundante na matriz extracelular
de cicatrizes queloideanas.® A substancia, independente
da concentracao utilizada, mostrou cicatrizes com maior
proporcao de auséncia de marcacdo para mucina se com-
parada ao controle (p = 0,001), assim como as duas
concentracdes, quando analisadas isoladamente, também
evidenciaram maior proporcao de auséncia de marcacao
para a mucina se comparadas aos respectivos controles (p
= 0,029 e p = 0,002), achados que estao de acordo com a
literatura, corroborando com a hipotese de que o medica-
mento atua na constituicao da matriz extracelular visando
a prevencao das cicatrizes inestéticas.

O uso do tacrolimus, independente da concentracao,
mostrou acarretar maior proporcao de marcacao forte para
Verhoeff e maior proporcao de fibras elasticas mais organi-
zadas nas cicatrizes (p < 0,001 e p < 0,001). O mesmo pode
ser observado ao se analisar o emprego do tacrolimus em sua
maior concentracao comparado ao seu controle (p < 0,001).
Ja a utilizacdo da substancia em sua menor concentracao
apresentou feridas com maior proporcao de marcacao forte
para Verhoeff sem alteracdo na organizacao das fibras, se
comparada ao seu controle (p < 0,001) - ou seja, a utilizacao
da substancia aumentou a densidade de fibras elasticas, mas
atuou sobre a organizacao das mesmas apenas em sua maior
concentracao.

Os achados descritos podem ser justificados pelo fato de
as fibras elasticas, quando presentes, densas e bem distri-
buidas, conferirem qualidade a cicatriz e, em muitos casos,
mostram-se ausentes em queloides e presentes, mas em
menor quantidade, em cicatrizes hipertroficas.®> Assim, as
duas concentracdes da substancia estudada tém um efeito
favoravel sobre as fibras elasticas na cicatrizacdo, ainda
que, ao se comparar as feridas tratadas com o tacroli-
mus 0,1% as tratadas com o tacrolimus 0,03%, tenha havido
maior proporcao de marcacao forte e fibras organizadas
na coloracao de Verhoeff nas primeiras (p = 0,040 e p =
0,027) - ou seja, a substancia em sua maior concentracao
contribuiria mais para a qualidade das fibras elasticas nas
cicatrizes.

Uma maior proporcao de distribuicdao do processo cica-
tricial nas camadas mais superficiais da pele foi observada
nas feridas tratadas com o tacrolimus a 0,03% se compara-
das a seu controle (p = 0,007); no entanto, essa diferenca
ocorreu em funcao do grupo controle. As cicatrizes inestéti-
cas apresentam a maioria de suas alteracdes histoldgicas,
composicdo da matriz extracelular e processo inflamato-
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rio localizada nas camadas mais profundas da derme.'33¢-%
As incisdes feitas no experimento em questao foram todas
de mesma dimensao e atingindo uma mesma profundidade,
tendo assim um mesmo potencial de cicatrizacao.

Conclusoes

O tacrolimus atuou na via do TGF-B e actina de musculo
liso, reduzindo a expressao de ambos nas feridas tratadas.
Melhorou a qualidade das cicatrizes a partir da melhora da
composicao da matriz extracelular, com reducao da mucina
e ganho na qualidade das fibras colagenas, que se mostraram
mais finas e organizadas, e das fibras elasticas, mais den-
sas e organizadas. A concentracao de 0,1% mostrou-se mais
efetiva na supressao da actina de musculo liso, resultando
em feridas com colageno menos denso, mais organizado e
com fibras mais finas, assim como fibras elasticas mais orga-
nizadas. A medicacao a 0,03% apresentou cicatrizes com
processo inflamatério mais superficialmente distribuido.

0 uso do tacrolimus em pomada na prevencao de cica-
trizes hipertroficas mostrou ser uma opg¢ao promissora,
em modelo experimental. Visto ndao haver efeitos adver-
sos sistémicos ou locais observados em nenhuma das duas
concentracodes utilizadas da medicacao, e por haver bene-
ficios comprovados, o proximo passo seria estudo em
humanos.
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