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RESUMO

Introdugdo: A eventual participagdo de queratindcitos na remodelagem da ferida tem sido
estudada ha muito tempo. Este trabalho investigou o impacto dos queratinocitos na contragao
da ferida. Métodos: Foi utilizado gel de colageno tipo I murino povoado por fibroblastos
humanos com queratinécitos humanos semeado na superficie (grupo estudo), formando um
equivalente dermoepidérmico. Géis de colageno povoado apenas por fibroblastos foram uti-
lizados como grupo controle. Os critérios de confec¢ao e armazenagem dos géis foram iguais
para ambos os grupos. Resultados: Houve aumento evidente e estatisticamente significante
na contragdo de gel das amostras povoadas por queratindcitos, em compara¢ao ao grupo con-
trole. Conclusdes: Esses resultados sugerem que os queratindcitos ndo s6 podem modular a
proliferagdo de fibroblastos, mas também, por si s6, desempenhar papel ativo na contragao
da ferida. Novas investigagdes sobre mecanismos envolvidos nas vias de comunicagao entre
células e entre célula e matriz devem ser avaliadas sob o ponto de vista de participagdo dos
queratinécitos na cicatrizagao de feridas e formagdo de cicatrizes patologicas.

Descritores: Queratinocitos. Cicatrizacao. Técnicas de cultura de células. Fibroblastos.

ABSTRACT

Background: The potential participation of keratinocytes in wound remodeling has been
long recognized. This study aimed at investigate the impact of keratinocytes in wound con-
traction. Methods: Human fibroblast populated murine type I collagen gels, seeded with
human keratinocytes on the surface conforming a “dermis-epidermis” like structure was
utilized. Fibroblast populated collagen gels only were used as controls; otherwise, treatment
was equal for both gel groups. Results: There was an evident and statistical significant
increase in gel contraction within the keratinocyte populated samples as compared to the
control group. Conclusions: These findings suggest that keratinocytes not only modulate the
proliferation of fibroblasts but also play an active role in wound contraction per se. Further
investigations as to the mechanisms involved, the communication paths among interacting
cells and modulators should be carried out having addressed to the keratinocytes role in
wound healing and pathological scar formation.
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INTRODUCAO

Agressao ao tecido induz uma cascata de reagdes bioqui-
micas e celulares que se destinam a reparar a integridade dos
tecidos. O processo de cicatrizagdo envolve uma “orquestra”
afinada de células, em que cada participante interage com
outros.

Muitos aspectos dessa comunicagdo intercelular perma-
necem obscuros, apesar do fato inquestionavel de que as
células sdo responsaveis pela liberagdo de fatores de cres-
cimento e outras moléculas sinalizadoras que interferem
ativamente na ferida, modulando o microambiente e as res-
postas celulares!?. Dentre os componentes dessa orquestra,
os fibroblastos apresentam varias fun¢des na cicatrizagdo de
feridas. Primeiramente, os fibroblastos proliferam no local
da ferida e secretam colagenos na matriz extracelular, preen-
chendo o vazio e recriando um novo suporte estrutural para
que a epiderme possa proliferar. Em segundo lugar, contraem
o leito da ferida, a¢do que tem inicio 4 a 5 dias ap6s a lesdo e
atinge seu pico 12 a 15 dias ap0s a lesdo. Essa caracteristica
pode persistir por periodos mais longos, especialmente se a
ferida continuar aberta®”.

A bioengenharia revolucionou as pesquisas na area de
cicatrizagdo, permitindo o estabelecimento de modelos in
vitro e sistemas de cultura de células que podem mimetizar
as diferentes fases de cicatrizagao de feridas. Em particular,
as culturas de queratindcitos sobre substitutos dérmicos tra-
duzem um melhor cenario para observagdo da interagdo
dessas células com a matriz subjacente.

Em 1979, Bell et al.® estabeleceram modelo de gel de
colageno murino povoado por fibroblastos, cuja fun¢io con-
tratil determinada por essas células poderia ser avaliada e
modificada pelaagao de moduladores. Esse modelo tornou-se
um classico para avaliacdo da remodelagem do colageno e
estudos de contracdo da ferida®'?.

A eventual participacdo de queratindcitos na remodela-
gem da ferida foi levantada por Souren et al.!!,; em 1989,
quando relataram que géis coldgeno poderiam ser rearran-
jados se queratinocitos fossem semeados sobre suas super-
ficies, efeito que ndo era observado se as células fossem
semeadas no interior do gel.

Ralston et al.'?, em pesquisas sobre substitutos dermoepi-
dérmicos, utilizaram o gel de colageno povoado por fibro-
blastos como leito para culturas de queratinocitos e relata-
ram a participac¢do de queratindcitos na contracdo da matriz
extracelular.

No laboratorio de pesquisa em que este estudo foi reali-
zado, enquanto eram desenvolvidos compositos dermoepi-
dérmicos, observou-se que, uma vez liberada da derme, a
epiderme apresentava area maior que seu substrato dérmico,
quase como se a camada de queratinocitos fosse liberada de
uma forga de contracdo ¢ adesdo. Observou-se, também, que
superficies dérmicas povoadas por queratindcitos sofriam

contragdo progressiva a medida que as células proliferavam
e se reorganizavam em epitélio confluente e multiestratifi-
cado'. Essas observagdes intrigantes reforgaram a sugestio
de que os queratinécitos podem também ter papel ativo na
contracdo da ferida.

Este trabalho teve como objetivo avaliar e quantificar o
potencial dos queratindcitos na contracdo da ferida, utili-
zando um modelo in vitro, preestabelecido, de contragdo de
gel de colageno povoado por fibroblastos.

METODO

Cultura Primaria de Queratindcitos e Fibroblastos

Queratinocitos e fibroblastos humanos foram isolados a
partir de restos cirurgicos de pele doados para fins de inves-
tigagdo por 5 mulheres saudaveis, com idades entre 18 anos
e 42 anos.

Queratinocitos foram isolados por dissociacao quimica
(enzimatica), como descrito por Rheinwald & Green'*. Cé-
lulas obtidas entre a segunda e a quinta passagens foram
contadas e ressuspendidas em meio de cultura contendo
60% Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (GIBCO
— Life Technologies, Baltimore, Estados Unidos), 30%
Ham12% (GIBCO - Life Technologies, Baltimore, Estados
Unidos), 10% soro bovino fetal (GIBCO — Life Technologies,
Baltimore, Estados Unidos), glutamina 4 mM (GIBCO —
Life Technologies, Baltimore, Estados Unidos), adenina
0,18 mM (Sigma Chemical — St. Louis, Estados Unidos),
insulina 5 pg/ml (Sigma Chemical - St. Louis, MO, EUA),
hidrocortisona 0,4 pg/ml (Sigma Chemical — St. Louis, Es-
tados Unidos), toxina colérica 0,1 mM (Sigma Chemical
— St. Louis, Estados Unidos), triiodotironina 2 mM (Sigma
Chemical — St. Louis, Estados Unidos), e solucdo de antibio-
ticos (100 Ul/ml de penicilina/estreptomicina 100 pg/ml)
(Sigma Chemical — St. Louis, Estados Unidos).

As culturas primarias de queratindcitos foram estabeleci-
das pela semeadura de 5x10° células em suspensdo de 5 ml
do meio de cultura descrito anteriormente em frascos de
cultura celular de 25 cm? de area (Falcon), e mantidos em
incubadora (Fisher) com atmosfera de 5% CO, a 37°C. Apos
24 horas, foram adicionados ao meio de cultura 10 pg/ml
de fator de crescimento epidérmico (Sigma Chemical — St.
Louis, Estados Unidos). O meio foi trocado a cada 48 horas,
até que as células apresentassem aspecto de subconfluéncia,
quando entdo foram tripsinizadas e semeadas sobre géis de
colageno previamente povoados por fibroblastos.

Fibroblastos humanos foram obtidos pela técnica de ex-
plante, conforme descri¢do de Carrel & Burrows', a saber:
fragmentos de pele, de espessura parcial e desprovidos de
tecido subcutaneo foram aderidos a superficie de placas de
cultura de células de 25 cm? de area e banhados por meio
de cultura DMEM, 10% soro bovino fetal e 1% solugdo
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de antibioticos (100 Ul/ml de penicilina/estreptomicina
100 pg/ml). O meio de cultura foi trocado a cada trés dias,
enquanto as células eram mantidas em incubadora com
atmosfera de 5% CO, a 37°C. Apo6s alguns dias, fibroblastos
migraram para o exterior dos fragmentos, os quais foram
removidos enquanto as células proliferavam na superficie
dos frascos. Depois de atingir aspecto de subconfluéncia ce-
lular, as culturas foram amplificadas repetidamente, até que
o nimero desejado de células fosse obtido.

Preparacdo da Matriz de Coliageno Povoada por Fi-

broblastos

A solucdo de colageno foi preparada segundo protocolo
proposto por Bell etal.?, em que tenddes de cauda de ratos tipo
Wistar-Furth foram retirados assepticamente e colocados em
recipiente com acido acético diluido na proporg¢do de 1:1.000
(250 ml solugao acida/cauda). A mistura foi armazenada a
4°C. Apo6s duas semanas, foi obtida uma solugdo viscosa, que,
apo6s centrifugacdo a 500 rpm durante uma hora, se separou
em duas fases: a fracdo sobrenadante, contendo principal-
mente colageno tipo I solubilizado, que foi retirada e guar-
dada a 4°C (acido soltivel); e a fracdo restante, representando
a fragdo de colageno acido insoluvel, que foi descartada.

Para a confeccdo dos géis de colageno tipo I, foi utilizado
o protocolo proposto pela Collagen Biomaterials'é, a saber:
mistura de 100 pl de PBS (10x) com 100 ul de hidroxido de
sodio (NaOH) (0,1 M), 400 pl de suspensdo de fibroblastos
(5x10%) em PBS (1x) e 400 pl de solugdo de colageno.

Dois tercos dos géis confeccionados foram usados como
base para a semeadura de queratinocitos (passando a ser
denominados de coculturas, ou seja, queratindcitos em gel de
colageno povoado por fibroblastos) e um tergo desses foi utili-
zado como amostras de controle (géis de colageno contendo
apenas queratinocitos).

Semeadura de Queratinécitos sobre Gel de Colageno

Contendo Fibroblastos

Ap6s 12 horas da polimerizacdo dos géis de colageno
contendo fibroblastos, 1,2x10° queratinocitos foram semea-
dos na superficie de cada gel. Tanto a cocultura quanto o
controle foram embebidos por meio de cultura e mantidos
em incubadora a 37°C € 5% de CO,, por mais 48 horas. Esse
procedimento foi repetido em duplicata para cada um dos 5
diferentes doadores de células (queratinocitos).

Contracio do Gel de Coligeno

A area do gel de colageno povoado por fibroblastos foi
fotografada nos momentos 0, 12, 24, 36 e 48 horas apds
o descolamento das matrizes de seus pogos, com camera
fotografica digital' (SONY Cyber-shot, 3.2 megapixels). A
medida da area do gel foi realizada utilizando-se o software
UTHSCSA Image Tool for Windows versdo 3.0'7. O céalculo

foi realizado em triplicata e o valor utilizado como resultado
foi a média aritmética das triplicatas, obtida em pixels e
convertida para cm?.

Analise Estatistica

As areas dos géis (cocultura ¢ controle), nos diferentes
intervalos medidos, foram avaliadas usando o teste estatistico
ndo-paramétrico de ANOVA.

RESULTADOS

Apos asoltura dos géis das paredes dos pogos, a contragdo
das matrizes foi progressiva dentro do intervalo de 48 horas.
Nao houve contragdo macroscopicamente detectavel apos
esse periodo (Figura 1).

ATabela 1 apresenta a area média dos géis controle (fibro-
blastos/gel de colageno), nos diferentes intervalos (inicial -
tempo 0 = area 1,96 cm?). A drea média dos géis de cocultura
(queratindcitos + fibroblastos/gel de colageno), medida em
diferentes intervalos, pode ser observada na Tabela 2 (ini-
cial - tempo 0 = area 1,96 cm?).

Observa-se que a contragdo dos géis controle ¢ signifi-
cativamente menor (cerca de 0,27 cm? de reducao da area),
comparativamente a contragao dos géis de cocultura (redugdo
média de 1,53 cm?). A Figura 2 permite a visualizagdo das
contragdes dos diferentes géis de colageno povoados apenas
por fibroblastos (controles) e queratindcitos semeados em
géis de colageno povoado por fibroblastos (coculturas), em
relagdo ao periodo do experimento.

Os géis semeados com queratindcitos (coculturas) apre-
sentaram contracao significativamente maior que o grupo
controle (P <0,0001 e o = 0,05).

Figura 1 — Contracdo das matrizes 48 horas apos soltura dos
géis das paredes dos pogos. Em A, gel de colageno povoado por
fibroblastos e queratinocitos (grupo estudo). Em B, matriz de
coldageno povoado apenas por fibroblastos (grupo controle).
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Tabela 1 — Gel controle: areas (em cm?) em diferentes momentos do experimento — maxima, minima, média e desvio padrao.

Grupo controle — area (cm?)

Tempo (horas) Contracio maxima Contracao minima Média Desvio padrao
0 1,96 1,96 1,96 0
12 1,72 1,68 1,7 0,04
24 1,68 1,57 1,64 0,1
36 1,77 1,68 1,73 0,05
48 1,79 1,54 1,69 0,1

Tabela 2 — Gel cocultura: areas (em cm?) em diferentes momentos do experimento — maxima, minima, média ¢ desvio padrao.

Grupo estudo — area (cm?)

Tempo (horas) Contracio maxima Contracio minima Média Desvio padrao
0 1,96 1,96 1,96 0
12 1,18 0,51 0,85 0,34
24 1,05 0,46 0,67 0,3
36 1 0,4 0,6 0,27
48 0,51 0,21 0,43 0,15

Influéncia de queratinécitos na contragao de

gel coldgeno
3
a
£2
8
= 1
0 T T L] T T L}
0 12 24 36 48
Tempo (horas)

—+—Cocultura —=— Controle

Figura 2 — Modelo de matriz de colageno povoada por
células (cm?) em relagdo ao tempo de experiéncia (P <0,0001).

DISCUSSAO

Este trabalho experimental avalia as mudangas na con-
tracdo de géis de colageno povoados por fibroblastos na
presenca de queratindcitos sobre esses géis.

Desde que foi desenvolvido por Bell et al.?, o modelo expe-
rimental de contra¢@o de matriz extracelular tem sido empre-
gado em estudos de cura das feridas. Fibroblastos dispersos
em matriz de coldgeno apresentam comportamento mais
semelhante aos fibroblastos in vivo que aqueles cultivados em
monocamada. De maneira semelhante, a proliferacdo ¢ mais
lenta nas células dispersas em matriz extracelular.

De forma genérica, modelos tridimensionais sdo mais
bem indicados no estudo de relagdes e interferéncias entre
componentes do sistema analisado, enquanto culturas em
monocamada avaliam melhor o comportamento ¢ a atividade
celular. Porém, alguns autores observaram que a confecgdo
inicial do modelo pode modificar os resultados da medida da
contragdo dos géis'®!°.

Bell et al.® demonstraram que, apds 48 horas do inicio da
contragdo, a matriz se torna estavel sem sinais significativos
de contracdo do gel de colageno. Essa informagao foi utili-
zada para estabelecer o calendario proposto neste trabalho.

A literatura tem demonstrado que os géis aderidos as
paredes dos pogos apresentam reducdo em sua espessura,
sem alteragdo de seus didmetros. No entanto, quando os
géis sdo mecanicamente liberados dessas paredes, ocorre
contragdo tridimensional desses géis, com altera¢des tanto
de espessura quanto de didmetro, em decorréncia da distri-
buicdo aleatoria das fibras de colageno e da agao dos fibro-
blastos sobre essas fibras.

Outro fator que pode modificar a contragdo do modelo é o
namero de fibroblastos semeados na solugdo de colageno: em
teoria, quanto maior o nimero de células maior a contragdo
observada. No entanto, a partir de determinado niimero de
fibroblastos por unidade de volume de solugdo de colageno,
parece ndo haver qualquer aumento significativo ou mudanga
mensuravel na contra¢do da matriz'®. Na literatura mundial,
esta descrito que quantidades entre 3x10° ¢ 5x10° fibroblastos/
pogo de 1,96 cm? de area sdo suficientes para promover
contrag¢do dos géis compativel com o que ocorre in vivo®™.
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Em estudo anterior realizado no mesmo laboratério em
que foi efetivado este trabalho, foi determinado que menos
de 5x10* fibroblastos semeados em pocos de 1,96 cm? ndo
geram contracdo (dados ndo publicados). Portanto, optou-se
por utilizar esse numero de células para que houvesse menor
influéncia dos fibroblastos na contragao desses géis, permi-
tindo, assim, a melhor caracterizagdo da participagdo dos
queratinécitos nesse fendémeno.

Os resultados obtidos demonstram claramente que os géis
de colageno povoados por fibroblastos que receberam quera-
tinocitos apresentaram taxas de contragado significativamente
maiores quando comparados a seus controles. A area final dos
géis semeados com queratindcitos foi considerada até cinco
vezes menor que a area dos géis controle. Considerando-se que
os sistemas foram semelhantes, variando apenas na acao de
queratinécitos, fica claro que os queratindcitos tém a capa-
cidade de interferir com a fung¢@o dos fibroblastos quanto a
reorganizagdo do substrato de colageno.

Os dados obtidos neste estudo sugerem que alguns
conceitos sobre as fases proliferativa e contratil de cicatri-
zagdo da ferida precisam ser revistos. A maioria dos espe-
cialistas considera que fibroblastos sdo os Unicos responsa-
veis pela contracdo da ferida e pelo rearranjo do colageno.
No entanto, este estudo sugere uma colaboragao clara dos
queratinocitos nesse sentido. Os mecanismos exatos dessa
participacdo, porém, devem ser mais bem compreendidos.

CONCLUSAO

Queratinodcitos tém papel na reorganizagdo da matriz
extracelular. O modelo experimental de contragdo utilizado
neste trabalho pode permitir uma investigagdo mais apro-
fundada dos caminhos de comunicagdo entre as células que
interagem e moduladores, com uma nova visao sobre o papel
dos queratindcitos na cicatrizagdo de feridas e formacgdo de
cicatrizes patologicas.
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