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INTRODUÇÃO: 

O reparo tecidual é um processo altamente regulado que ocorre em três fases principais: inflamação, 

proliferação e remodelamento. Cada etapa envolve a atuação coordenada de células específicas, bem como a 

produção de mediadores moleculares que orquestram as etapas até a reorganização da matriz extracelular 

(MEC) e a formação do novo tecido (PEÑA; MARTIN, 2024; EMING et al., 2014). Dentre esses mediadores, a 

interleucina-6 (IL-6) parece ter um papel multifuncional, participando da ativação de fibroblastos, deposição de 

colágeno e organização da MEC, em sinergia com fatores como TGF-β (transforming growth factor-beta) (WONG 

et al., 2025). 

Contudo, em indivíduos com diabetes mellitus (DM), esse processo se encontra comprometido, 

resultando em retardo na cicatrização, maior risco de infecções e formação de úlceras cutâneas, como as úlceras 

do pé diabético (DFU, Diabetic Foot Ulcer). Neste trabalho, exploramos perfis de expressão gênica em tecido 

cutâneo humano de pacientes saudáveis ou portadores de diabetes, com ou sem lesão, contribuindo com 

evidências transcriptômicas complementares aos dados previamente obtidos em modelos experimentais do 

grupo, onde também há protagonismo das citocinas supracitadas. 

METODOLOGIA: 
As análises foram realizadas partindo de dois conjuntos de dados públicos depositados com os números 

de BioProject PRJNA555081 e PRJNA601464 e identificadores GEO GSE134431 e GSE143735, 

respectivamente (SAWAYA et al. 2020; THEOCHARIDIS et al. 2020). O primeiro conjunto, GSE199939, contém 

amostras da pele do pé de  pacientes saudáveis, não portadores de diabetes mellitus (Control), e amostras de 

úlceras do pé de pacientes portadores de diabetes (DFU, Diabetic Foot Ulcer).  O segundo conjunto de dados 

públicos, , GSE134431, contém amostras da pele do pé de pacientes portadores de diabetes mellitus, sem úlcera 

(DFS, Diabetic Foot Skin), com úlcera que cicatrizou (DFU_healer), ou com úlcera que não cicatrizou 

(DFU_nonhealer).  

A extração dos dados brutos, metadados e arquivos fastq foi realizada com o  pipeline nf-core/fetchngs 

(ref: 10.5281/zenodo.5070524), utilizando os identificadores IDs GEO como entrada para recuperação dos dados 
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públicos. A análise transcriptômica foi realizada com um pipeline específico para RNA-seq (nf-core/rnaseq; ref: 

10.5281/zenodo.1400710), aplicando os parâmetros default da versão 3.17.0 do pipeline. O genoma de 

referência utilizado foi o GRCh38 (do inglês, Genome Reference Consortium Human Build 38). O relatório de 

qualidade do pipeline do sequenciamento de RNA, MultiQC, foi avaliado a fim de garantir a qualidade dos 

processos (EWELS et al. 2016).  

Para análise da abundância diferencial entre os genes, foi utilizado o pipeline do Nextflow 

nf-core/differentialabundance (ref: 10.5281/zenodo.7568000). Os valores de expressão diferencial dos genes, e 

resultados estatísticos foram calculados pelo método DESeq2, com cutoffs |log2FC| > 1 e padj (q value) < 0.05. 

Para a visualização dos genes diferencialmente expressos entre os grupos, foi utilizado o pacote 

EnhancedVolcano (BLIGHE; RANA; LEWIS, 2018) na linguagem R. A análise de enriquecimento de conjuntos de 

genes (Gene Set Enrichment Analysis – GSEA) foi realizada no próprio pipeline nf-core/differentialabundance, 

utilizando a coleção Hallmark do MSigDB (LIBERZON et al., 2015). A análise de enriquecimento funcional com 

Over-Representation Analysis (ORA), utilizou do pacote clusterProfiler 4.0 (WU et al., 2021) na linguagem R, com 

a base de vias do Reactome Pathway Knowledgebase (MILACIC et al., 2024). Os resultados de termos 

funcionais enriquecidos foram visualizados por meio de gráficos do tipo dot plot. O pacote ComplexHeatmap (GU 

et al., 2016) foi utilizado para construção de heatmaps com transcritos das vias enriquecidas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 
A análise de expressão diferencial revelou um conjunto de genes significativamente modulados entre os 

grupos. O gráfico 1A se refere ao conjunto de dados GSE199939, e os gráficos 1 B-D são referentes à cada 

comparação entre os três grupos amostrais do conjunto de dados GSE134431. Comparações entre indivíduos 

controles (Control ou DFS) e indivíduos com lesão (DFU), independente da cicatrização ter ocorrido ou não, 

mostraram modulações na ordem de milhares de genes (Figura 1A-C). Enquanto a comparação entre os 

subgrupos de pacientes DFU, ou seja,  healers e non-healers, revelaram diferenças mais sutis, com 125 genes 

regulados positivamente e 968 genes regulados negativamente (Figura 1D). 

Figura 1. Volcano Plot dos DEGs​

 

Os resultados do GSEA utilizando os conjuntos de genes da coleção “Hallmarks” do MSigDB revelou vias 

significativamente enriquecidas no grupo DFU em comparação ao Control. Dentre elas, merece  destaque, as 

vias "IL6_JAK_STAT3_SIGNALING" e "TGF_BETA_SIGNALING" conforme ilustrado nos Enrichment Plots 

(Figura 2). Ambas as vias estão envolvidas de certa forma em processos do reparo tecidual, o TGF-β é uma das 

principais citocinas de controle da síntese de colágeno, e um dos eixos pelo qual desempenha tal função leva 

como protagonista também a IL-6, se trata do eixo TGF-β / IL-6/IL-17A descrito por DUFOUR et al. (2018). Além 

do mais, são duas vias de interesse para o enriquecimento dos achados experimentais do grupo. 
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Figura 2. Enrichment plots. Vias Hallmarks “IL6_JAK_STAT3_SIGNALING” e “TGF_BETA_SIGNALING” 

na comparação DFU x Control do dataset GSE199939. ​

 

Analisando o heatmap dos genes da via “IL6_JAK_STAT3_SIGNALING”, é possível observar que o grupo 

DFU_healer apresenta uma expressão que contrasta muito mais com a dos outros dois grupos, enquanto o 

DFU_nonhealer apresentou um perfil de expressão mais semelhante ao da pele diabética não ulcerada (DFS) 

(Figura 3A). Já na comparação entre a expressão dos genes dessa via entre a pele de pacientes saudáveis 

(Control) e diabéticos com úlcera (DFU) (Figura 3B), os padrões de expressão foram marcadamente distintos 

entre controle e DFU, reforçando o impacto do contexto fisiopatológico da úlcera diabética na via da IL-6. 

Figura 3. Heat Map da via “IL6_JAK_STAT3_SIGNALING” de Hallmarks - MSigDB. ​
(A) GSE134431. (B) GSE199939.​

     

Os dot plots das análises de enriquecimento funcional do tipo Over-Representation Analysis (ORA), com 

os DEGs, e as vias da base Reactome, apresentam vários termos enriquecidos, porém, neste momento, foram 

destacados alguns dos mais relevantes, considerando a pertinência biológica e o espaço disponível. Na 
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comparação entre DFS e DFU_healer, de forma positivamente regulada no grupo DFU_healer, aparece 

novamente a IL-6, na via "Interleukin-6 family signaling", além de outras vias com protagonismo da sinalização de 

citocinas. Estão enriquecidos também neste grupo processos relacionados à MEC e ao colágeno sugerindo 

processos regenerativos (Figura 4A). Na comparação entre DFU_nonhealer e DFU_healer, vias relacionadas à 

matriz extracelular, ao colágeno e à sinalização da IL-10 estavam moduladas de forma reprimida no grupo 

DFU_nonhealer, corroborando com a não cicatrização presente nestes pacientes (Figura 4B). Na comparação 

entre Controle e DFU, o grupo DFU apresenta uma regulação positiva de vias relacionadas à MEC e 

processamento de colágeno (Figura 4C), condizente com o remodelamento tecidual necessário nesse grupo 

amostral. Já vias associadas ao metabolismo lipídico e à queratinização estavam significativamente reprimidas 

em comparação ao Controle (Figura 4D). 

Figura 4. Dot Plots. Análise de enriquecimento funcional do tipo ORA com vias da base Reactome. ​
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CONCLUSÕES: 
Os achados apresentados até aqui suportam a hipótese de que a IL-6 desempenha um papel na 

fisiopatologia da cicatrização de feridas em portadores de diabetes. Suas alterações podem estar relacionadas 

com a não-cicatrização dessas feridas, visto pela análise do dataset GSE134431. Ou, como mostra o dataset 

GSE199939, ao comparar a pele saudável com a de uma úlcera diabética, há possibilidades de que haja, no 

contexto do diabetes mellitus, uma alteração nas funções dessa citocina, podendo ser um dos mecanismos que 

dificulta a cicatrização nesses pacientes. Contudo, um maior número de análises é necessário para compreender 

de forma mais fidedigna os mecanismos envolvidos com o reparo tecidual e o papel da IL-6 nesse cenário. 
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