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Proliferacao in vitro de fibroblastos oriundos de feridas
de diabéticos

In vitro proliferation of fibroblast obtained from diabetic wounds
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RESUMO

ABSTRACT

Introducao: A presenca de Ulceras em membros inferiores é uma das
graves complicagdes do diabetes melito. Cerca de 15% dos diabéticos
estdo propensos a desenvolver Ulcera de membros inferiores, o que pode
levar a amputacdes desses membros. Ulceras nos diabéticos sio de dificil
cura, em decorréncia de anormalidades celulares e moleculares existentes
no tecido de granulagdo dessas feridas. Tais fibroblastos podem apresentar
dificuldades de proliferacdo in vitro, explicando os achados clinicos de cro-
nicidade ferida. Neste estudo pretendemos comparar a proliferacio celular
in vitro de fibroblastos derivados de Ulceras diabéticas com fibroblastos ndo-
diabéticos oriundos de pele normal. Método: Fibroblastos foram isolados a
partir de amostras de tecido de granulagdo de cinco individuos portadores
de Ulceras diabéticas e comparados a fibroblastos obtidos amostras de pele
integra de cinco individuos nao-diabéticos. As células foram cultivadas em
monocamadas durante 27 dias e sua capacidade proliferativa foi analisada
em intervalos de 3-4 dias. Resultados: Foi observado que fibroblastos
originados de Ulceras diabéticas apresentaram proliferacdo reduzida apds 27
dias de cultura celular, quando comparado aos fibroblastos oriundos de pele
normal (controle), mas essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa
(p=0,113). Conclusao: Apesar de nao haver diferencas matematicas entre
as proliferacoes de fibroblastos de ambas as origens, diferencas fisioldgicas e
morfoldgicas foram observadas no comportamento das células estudadas.

DESCRITORES: Pé diabético. Diabetes mellitus. Proliferacdo de células.
Fibroblastos.

Introduction: Lower extremity ulceration is one of the serious dia-
betic complications. About 5% of diabetic patients are supposed to
develop lower limb ulceration what may lead to amputations. Ulcers
associated with diabetes are recalcitrant to healing due to cellular and
molecular abnormalities, presentin this pathology. It has been described
behavioral changes in fibroblasts which are responsible for the gra-
nulation tissue formation. Under experimental conditions those
fibroblasts can present difficulties to proliferate, explaining the
clinical findings of wound chronicity. Our purpose in this study
was to investigate the fibroblasts from diabetic patients in cell cul-
tures, comparing with non-diabetic skin fibroblasts. Methods:
Cells were taken and isolated from five diabetic ulcers granulation tissue and
compared to those taken from five non-scarred non-diabetic skin samples.
Cells were grown in monolayers during 27 days and their proliferative
capacity was analyzed at 3 to 4 days intervals. Results: Fibroblasts
from diabetic ulcers presented reduced proliferation after 27 days of
cell culture when compared to fibroblasts from normal skin (con-
trol), but this difference was not statistically significant (p=0.113).
Conclusion: Despite no mathematical differences were observed
between the proliferations of fibroblast from both origins, physiologic
and morphologic differences were seen in the cell behavior.

KEYWORDS: Diabetic foot. Diabetes mellitus. Cell proliferation. Fi-
broblasts.
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diabetes melito (DM) tem assumido proporc¢des epi-

démicas mundiais. Mais de 170 milhdes de pessoas

sdo afetadas no mundo todo. Especialistas em saude
estimam que existam 366 milhdes de individuos diabéticos em
2030. Esta projecdo é atribuida ao crescente envelhecimento da
populagdo; ao préprio crescimento populacional; ao processo
de urbanizacdo; a crescente prevaléncia da obesidade humana
e ao sedentarismo’'.

No Brasil, o Ultimo estudo publicado foi realizado entre
1986 e 1988, em nove capitais e estimou a prevaléncia média
de diabetes na populacdo adulta em 7,6%?2. Enquanto a média
na populagdo mundial em 2000 foi estimada em 2,8%".

O DM ¢ uma condicdo primariamente definida por hiper-
glicemia, resultante de defeitos na secrecdo de insulina e/ou de
sua acdo**,

Dentre as diversas complicagdes da doenga, a Ulcera de
membros inferiores (fendmeno clinicamente tao caracteristico
que recebeu a denominagdo de “pé diabético”) representa o
principal problema de satde, social e econdmico em todo o
mundo®®. Frequentemente estd associada a dor, limitacdo fisi-
ca, terapias prolongadas e onerosas. Aproximadamente 5%
dos diabéticos estdo sujeitos ao desenvolvimento de Ulceras,
que precede 84% de todas as amputacdes nao-traumaticas
de membro inferior’®, Estima-se que a cada 30 segundos um
membro inferior seja amputado em alguma parte do mundo
como consequéncia desta afeccao’.

Essas ulceracdes sdo frequentes em portadores de neuropa-
tia periférica e/ou doenga vascular periférica'®. Atrofia dérmica
(que pode predispor a formagdo de feridas) ou retardo no
processo de cicatrizagdo sdo comuns nesses pacientes. Além
de isquemia local, presenca de infeccdo e hipertensdo arterial
sdo alguns dos fatores que contribuem para o surgimento de
tais lesdes. Fatores de risco intrinsecos podem néo ter relagdo
causal com o diabetes, porém contribuem para a formacao das
Ulceras'".

Tais Ulceras sdo recalcitrantes a cura devido a anormalidades
celulares e moleculares®. Com base em observacdes clinicas,
essas Ulceras apresentam tecido de granulagio pobre'?, proces-
so de epitelizacdo atrasada, processo inflamatério persistente e
sinais de infecgdo por microrganismos'>.

Em condi¢des experimentais, fibroblastos podem apresen-
tar dificuldades para se multiplicar, explicando achados clinicos
de cronicidade da Ulcera'®. Essa diminuicdo da proliferagio e a
senescéncia celular tém sido observadas em feridas cronicas'®,
porém ainda ha grande controvérsia, na literatura, entre estudos
in vitro da capacidade proliferativa de fibroblastos oriundos de
feridas cronicas'®.

Para melhor compreender o comportamento de feridas, em
particular as Ulceras diabéticas, a Divisdo de Cirurgia Plastica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo formou um
grupo especial multidisciplinar'” para submeter essas Ulceras a
tratamentos com novas tecnologias, como o método de presséo
negativa que aumenta a producdo de células no leito da ferida'®,
assim como estudar a influéncia da neuropatia na formacéo e per-
petuagdo dessas'?. Como consequéncia natural da investigagao
clinica, levamos as biopsias do leito de feridas diabéticas para
o laboratério (LIM), onde ja realizavamos cultura de células
da pele, os queratinécitos?® e fibroblastos a partir de pele
normal e cicatriz?'.

Neste primeiro estudo, desenvolvemos as bases para a
cultura de fibroblastos de Ulceras diabéticas e comparamos
a proliferacdo celular destes fibroblastos com fibroblastos
derivados de individuos ndo-diabéticos sem Ulcera.

METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital
das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo, sob o nimero 0380/08. Todos os pacientes foram
informados sobre a finalidade e as consequéncias do estudo,
e entdo foi solicitada autorizacdo para participacdo do estudo
e preenchimento do termo de consentimento informado.

Biopsias do tecido de granulagio de Ulceras em membros
inferiores foram realizadas em cinco pacientes adultos do
Ambulatério de Cirurgia Plastica HCFMUSP portadores de
diabetes mellitus tipo 2 ,que apresentavam feridas por mais
de trés meses, sem sinais aparentes de infeccdo. Amostras de
pele normal foram obtidas de cinco mulheres ndo-diabéticas
submetidas a cirurgias estéticas para reducao de mama e que
doaram o excesso de pele para fins de pesquisa.

Usando atécnicade explante proposta por Carrel, as culturas
de fibroblastos primarios foram obtidas a partir de amostras de
pele humananormal (NHF) e de tecido de granulagdo das feridas
cronicas (DMHF). Os explantes foram cultivados em frascos
de cultura de 25 cm? de superficie (TPP 90.025), em meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - GIBCO | 1.965,092),
contendo 2 mM de glutamina (GIBCO 25.030,081), 100 U/mL
penicilina, 100 mg de estreptomicina/mL e 25 mg mL de an-
fotericina B (antibidtico antimicético - GIBCO 15.249,062) em
[ 0% de sorofetal bovino (FCS - GIBCO 16.000,044) (nomeado
como D)) a 37°C em uma atmosfera de 5% CO, umidificado.

A proliferacao celular foi avaliada durante 27 dias a partir
do dia do explante, com subpassagens em intervalos de 3-4
dias. Em cada passagem, o nimero de células foi contado
em camara hemocitométrica de Neubauer. Foi considerado
como resultado a média aritmética dos valores obtidos =+
erro padrao.

Rev Bras Queimaduras. 2011;10(4):106-10.

107



Proliferacéo in vitro de fibroblastos oriundos de feridas de diabéticos

Os resultados foram estatisticamente analisados usando o
teste ANOVA para amostras paramétricas. Foi adotado como
valido p-valor de 0,05.

RESULTADOS

No grupo Ulcera diabética, de um total de 37 biopsias
realizadas, apenas cinco amostras apresentaram replicacao de
fibroblastos suficiente para realizar o ensaio de proliferagao.

Foram observadas diferencas morfoldgicas entre os dois
grupos de células no microscdpio dptico. Fibroblastos de te-
cido de granulacdo de feridas séo maiores e menos fusiformes
que fibroblastos da pele normal (Figura 1).

Com o tempo, ambos 0s grupos apresentaram aumento
significativo no nimero de células (p = 0,008). Os fibroblastos
derivados de feridas de membros inferiores dos pacientes dia-
béticos ndo apresentaram reducao estatisticamente significativa
no nimero de células quando comparados aos fibroblastos de
pele normal (controle) (p = 0, | | 3). HAaumento do nimero de
células de forma semelhante em ambos os grupos (p = 0,485),
mas apds 2| dias esse aumento se torna mais significativo no
grupo HFN, embora a andlise estatistica entre as curvas ndo
revele diferencas significativas, como demonstrado na Figura 2.

Apesar da auséncia de diferengas significativas no nimero
de fibroblastos entre os grupos, houve tendéncia de aumen-
to na proliferacao celular apds 21| dias no grupo NHF. Esse
aumento nao foi significativamente diferente do grupo DMHF
devido a variabilidade no comportamento individual, como
demonstrado na Figura 3.

Na Figura 3A, dois individuos (pacientes 3 e 4, ou seja,
40% da amostra) apresentaram desempenho de proliferacdo
muito diferente do restante do grupo. Por essa razdo, houve
grande variacdo entre as amostras, afetando a comparacio
com o grupo controle. Na Figura 3B, podemos observar maior
homogeneidade entre as performances da proliferacio de
células individualmente.

Figura | — A: Fibroblastos de Ulcera de membros inferiores de individuos diabéticos
cultivados em frascos de cultura de células (MO 100x). B: Fibroblastos da pele normal
do individuo sem Ulcera cultivados em frascos de cultura de células (MO 100x).
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Figura 2 — Proliferacdo de fibroblastos de Ulcera de membros inferiores de diabéticos
(DMHF - n = 5) e fibroblastos controle de individuos normais sem lcera (NHF - n
=5), resultado média + erro padrao da média.
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Figura 3 — A: Curva individual de proliferacao de fibroblastos de Ulcera diabética.
Cada linha representa a curva de um paciente. B: Curva individual de proliferagdo de
fibroblastos de pele normal. Cada linha representa a curva de um individuo saudavel.

DISCUSSAO

DM, hd muito considerada uma doenca de menor importan-
cia para a salde no mundo, estd agora a tomar o seu lugar como
uma das principais ameagas para a sadde humana no século XXI¢.
O DM é conhecido por levar, prematuramente, a mudancas de
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maior intensidade que normalmente sao observadas nas doencas
degenerativas associadas ao processo de envelhecimento huma-
no??. Formagcdo de Ulcera dos membros inferiores e processo de
cicatrizagdo tardio sdo comuns nesses pacientes'®,

Defeitos de cicatrizacdo de feridas em pacientes diabéticos
podem ser explicados, em grande parte, pela presenca de célu-

las disfuncionais>. Na microscopia 6ptica, fibroblastos de feridas
diabéticas apresentam anormalidades morfolégicas, tais como
alargamento das células e a presenca de vacuolizagao citoplas-
matica (fendtipo hipertrofico). Essas alteragdes sao semelhantes
a senescéncia celular com irregularidades de membranas cito-
plasméticas. Essas caracteristicas sugerem que o ambiente da
ferida seria responsavel por modificagdes celulares'?. Em nossos
experimentos, os fibroblastos de tecido de granulacdo de Ulceras
diabéticas observados, na microscopia dptica, eram maiores e
menos fusiformes quando comparado aos fibroblastos da pele
normal (Figura I).

Contrariando os resultados apresentados por Loots et al. '
e outros autores®?*, que demonstraram diferencas estatisticas
na proliferacdo celular comparando fibroblastos derivados de
Ulcera diabética e de pele normal, nossos resultados nao de-
monstraram diferenca significativa na andlise estatistica da média.
Muitos fatos podem explicar estes nossos achados.

Acreditamos que a técnica de explante proposta por Carrel
(nossa escolha para a obtencao de células) € menos “agressiva”
para as células que a obtencdo por digestao enzimatica, devido
ao efeito menos deletério de enzimas, como a tripsina, sobre
essas células. O contato entre as células da ferida diabética e
a tripsina também pode causar alguns danos a essas células
frageis®®, o que pode significar que a digestio enzimatica pode
também interferir na proliferacao celular.

A digestao enzimatica do fragmento de pele inicia o ensaio
de proliferagdo de um nimero definido de células, enquanto a
técnica de explante conta, num primeiro momento, somente
com as células que se soltam do fragmento de pele. Ressalta-se
que o cultivo de fibroblastos de Ulceras diabéticas ¢ dificil e fre-
quente contato enzimadtico poderia selecionar fibroblastos “ndao
reais” do diabético, pois estes ja passaram por uma “selecao”
promovida pela digestao enzimatica.

Em geral, estudos in vitro sdo analisados com trés a cinco
amostras diferentes de células por grupo, representatividade
e reprodutibilidade dos resultados exigiria amostras maiores, o
que nao é facil de conseguir, por isso a dificuldade de estabelecer
métodos in vitro que retratem idealmente o comportamento in
vivo de fibroblastos.

Outro evento observado em neste estudo foi o grande
ndmero de culturas com falta ou escassez de células, as vezes,
um atraso na proliferacdo de fibroblastos derivados de feridas
também foi notado, o que resultou na inviabilidade da realizacdo

dos experimentos envolvendo essas células. Por estas razoes,
contamos com apenas cinco individuos do grupo de feridas
diabéticas.

A manutencado da contagem de proliferagao celular por mais
tempo do que o periodo investigado, provavelmente, apresen-
taria diferenca estatistica entre proliferacdes celulares de ambos
0s grupos, uma vez que tendéncia de progressao exponencial foi
verificada no grupo controle, enquanto que nos fibroblastos do
grupo feridas diabéticas a progressao observada foi muito discre-
ta (Figura 2 - DMHF = Ix106 e NHF = 2.8x106). No entanto,
foi adotado os 27 dias para interromper este ensaio para excluir
interferéncias como multiplas passagens nas cultura de células,
modificacdes ou alta mortalidade por apoptose ou, ainda, senes-
céncia celular (dados ndo comprovados). Vérias anormalidades
no comportamento de células tém sido correlacionadas com a
reducdo no nuimero de células e cicatrizacdo prejudicada nos
diabéticos, entre eles h4 o envelhecimento celular induzido pelo
proprio fenémeno do diabetes (envelhecimento intrinseco)'”.

Uma das principais preocupacdes em culturas de células
retiradas de éreas colonizadas por bactérias, tais como feridas
cronicas, € orisco de infeccao. Embora protocolos de anti-sepsia
rigorosa sejam utilizados para obtencao de amostras de tecido
vivo e na descontaminacio de fragmentos de tecido, contami-
nagdo da cultura pode acontecer?, principalmente em feridas
diabéticas?’, como observado neste estudo.

Portanto, é possivel que o desbridamento cirtrgico possa
corrigir algumas das anomalias presentes em feridas diabéticas?.
Tem sido demonstrado que a limpeza cirlrgica, transformar
uma ferida crénica em aguda que iria melhorar o processo de
cicatrizacao, quando comparada a feridas ndo desbridadas. Essa
explicacdo ndo se baseia apenas na remocao de tecidos necré-
ticos, mas também na exposicao de células presentes no interior
daferida, que sdo biologicamente capazes de responder aos es-
timulos de cura. Acredita-se que, no ambiente da ferida, existem
células com diferentes intensidades de respostas a cicatrizagao,
o que torna dificil compreender o papel do envelhecimento e
da proliferagéo de fibroblastos alterados?. Entdo, enfrentamos
umdilema, oulimpar vigorosamente o leito da ferida, para evitar
altos niveis de contaminacdo bacteriana, arriscando-se a alterar
as caracteristicas dos fibroblastos obtidos, ou preservar, tanto
quanto possivel, o leito dessa ferida, correndo o risco de perder
nossas culturas devido a infeccao bacteriana. E por isso que das
36 biopsias procedidas obtivemos apenas cinco amostras de
fibroblastos de Ulcera diabética.

Mesmo que a capacidade de replicagao das células entre em
declinio, alguns raros clones de fibroblastos com potencial de
replicacao preservado continuam a existir nas culturas celulares.
Portanto, a proliferagdoin vitro pode refletirapenas a propagacao
expansiva das maiores clone sobreviventes'®.
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Assim, tendo em vista os resultados controversos obtidos

neste estudo, é necesséria a realizagdo de estudos adicionais
como life span, para melhor compreensao do comportamento
proliferativo desses fibroblastos, o que indiretamente avalia sua
capacidade de cicatrizagdo de feridas em individuos diabéticos.
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