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INTRODUGAO:

O reparo tecidual € um processo altamente regulado que ocorre em trés fases principais: inflamagao,
proliferagdo e remodelamento. Cada etapa envolve a atuacdo coordenada de células especificas, bem como a
producdo de mediadores moleculares que orquestram as etapas até a reorganizacdo da matriz extracelular
(MEC) e a formagao do novo tecido (PENA; MARTIN, 2024; EMING et al., 2014). Dentre esses mediadores, a
interleucina-6 (IL-6) parece ter um papel multifuncional, participando da ativagdo de fibroblastos, deposi¢do de
colageno e organizagdo da MEC, em sinergia com fatores como TGF-f3 (transforming growth factor-beta) (WONG
et al., 2025).

Contudo, em individuos com diabetes mellitus (DM), esse processo se encontra comprometido,
resultando em retardo na cicatrizagdo, maior risco de infecgdes e formagao de Ulceras cutaneas, como as ulceras
do pé diabético (DFU, Diabetic Foot Ulcer). Neste trabalho, exploramos perfis de expressdo génica em tecido
cutdneo humano de pacientes saudaveis ou portadores de diabetes, com ou sem lesdo, contribuindo com
evidéncias transcriptdbmicas complementares aos dados previamente obtidos em modelos experimentais do

grupo, onde também ha protagonismo das citocinas supracitadas.

METODOLOGIA:

As analises foram realizadas partindo de dois conjuntos de dados publicos depositados com os nimeros
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 saudaveis, ndo portadores de diabetes mellitus (Control), e amostras de
Ulceras do pé de pacientes portadores de diabetes (DFU, Diabetic Foot Ulcer). O segundo conjunto de dados
publicos, , GSE134431, contém amostras da pele do pé de pacientes portadores de diabetes mellitus, sem Ulcera
(DFS, Diabetic Foot Skin), com Uulcera que cicatrizou (DFU_healer), ou com Ulcera que n&o cicatrizou
(DFU_nonhealer).

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

(ref: 10.5281/zen0do.5070524), utilizando os identificadores IDs GEO como entrada para recuperagao dos dados
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publicos. A analise transcriptdmica foi realizada com um pipeline especifico para RNA-seq (nf-core/rnaseq; ref:
10.5281/zeno0do.1400710), aplicando os parametros default da versdo 3.17.0 do pipeline. O genoma de
referéncia utilizado foi o GRCh38 (do inglés, Genome Reference Consortium Human Build 38). O relatério de
qualidade do pipeline do sequenciamento de RNA, MultiQC, foi avaliado a fim de garantir a qualidade dos
processos (EWELS et al. 2016).

Para andlise da abundancia diferencial entre os genes, foi utilizado o pipeline do Nextflow
nf-core/differentialabundance (ref: 10.5281/zenodo.7568000). Os valores de expressao diferencial dos genes, e
resultados estatisticos foram calculados pelo método DESeq2, com cutoffs |log2FC| > 1 e padj (q value) < 0.05.
Para a visualizagdo dos genes diferencialmente expressos entre os grupos, foi utilizado o pacote
EnhancedVolcano (BLIGHE; RANA; LEWIS, 2018) na linguagem R. A andlise de enriquecimento de conjuntos de
genes (Gene Set Enrichment Analysis — GSEA) foi realizada no préprio pipeline nf-core/differentialabundance,
utilizando a colegédo Hallmark do MSigDB (LIBERZON et al., 2015). A analise 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 graficos do tipo dot plot. O pacote ComplexHeatmap (GU

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

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A andlise de expressao diferencial revelou um conjunto de genes significativamente modulados entre os
grupos. O grafico 1A se refere ao conjunto de dados GSE199939, e os graficos 1 B-D sao referentes a cada
comparagao entre os trés grupos amostrais do conjunto de dados GSE134431. Comparagdes entre individuos
controles (Control ou DFS) e individuos com lesdo (DFU), independente da cicatrizagao ter ocorrido ou néo,
mostraram modula¢gdes na ordem de milhares de genes (Figura 1A-C). Enquanto a comparagdo entre os
subgrupos de pacientes DFU, ou seja, healers e non-healers, revelaram diferengas mais sutis, com 125 genes
regulados positivamente e 968 genes regulados negativamente (Figura 1D).

Figura 1. Volcano Plot dos DEGs
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Os resultados do GSEA utilizando os conjuntos de genes da colec¢édo “Hallmarks” do MSigDB revelou vias
significativamente enriquecidas no grupo DFU em comparagdo 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 estédo envolvidas de certa forma em processos do reparo tecidual, o TGF- € uma das
principais citocinas de controle da sintese de colageno, e um dos eixos pelo qual desempenha tal fungéo leva
como protagonista também a IL-6, se trata do eixo TGF-B / IL-6/IL-17A descrito por DUFOUR ef al. (2018). Além

do mais, sdo 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 comparagédo DFU x Control do dataset GSE199939.
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Analisando o heatmap dos genes da via “IL6_JAK_STAT3_SIGNALING”, é possivel observar que o grupo

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

DFU_nonhealer apresentou um perfil de expressdo mais semelhante ao da pele diabética ndo ulcerada (DFS)

(Figura 3A). Ja na comparacao entre a expressao dos genes dessa via entre a pele de pacientes saudaveis

(Control) e diabéticos com ulcera (DFU) (Figura 3B), os padrdes de expressdo foram marcadamente distintos

entre controle e DFU, reforgando o impacto do contexto fisiopatoldgico da ulcera diabética na via da IL-6.
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Figura 3. Heat Map da via “IL6_JAK_STAT3_SIGNALING” de Hallmarks - MSigDB.
(A) GSE134431. (B) GSE199939.
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Os dot plots das analises de enriquecimento funcional do tipo Over-Representation Analysis (ORA), com

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

destacados alguns dos mais relevantes, considerando a pertinéncia biolégica e o espago disponivel. Na
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comparacao 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 sinalizagédo de
citocinas. Estdo enriquecidos também neste grupo processos relacionados a MEC e ao colageno sugerindo
processos regenerativos (Figura 4A). Na comparagéo entre DFU_nonhealer e DFU_healer, vias relacionadas a
matriz extracelular, ao colageno e a sinalizagdo da IL-10 estavam moduladas de forma reprimida no grupo
DFU_nonhealer, corroborando com a nao cicatrizagdo presente nestes pacientes (Figura 4B). Na comparacao
entre Controle e DFU, o grupo DFU apresenta uma regulagdo positiva de vias relacionadas a MEC e
processamento de colageno (Figura 4C), condizente com o remodelamento tecidual necessario nesse grupo
amostral. Ja vias associadas ao metabolismo lipidico e a queratinizagdo estavam significativamente reprimidas

em comparagao ao Controle (Figura 4D).

Figura 4. Dot Plots. Andlise de enriquecimento funcional do tipo ORA com vias da base Reactome.

A Upregulated DFU healer x DFS B D In DFU_, xDFs
GPCR ligand binding - Neutrophil degranulation - (]
Neutrophil degranulation { Signaling by Interleukins- .
Signaling by Interieukins | ® Immunaregulatory interactions between a Lymphoid and a nun-Lymphg;zljlr ®
Class A/1 (Rhodopsin-like receptors) | (0] Extracellular matrix organization- Q@
Peptide ligand-binding receptors - ] GPCR ligand binding- @
Formation of the comified envelope { Q@ Class A/l (Rhodopsin-like receptors)- )
Keratinization < @ Interleukin-4 and Interlekin-13 signaling-~ ®
Extracellular mairix organization < (&) G alpha () signalling events- Y
G alpha () signalling events | @ Peptide ligand-binding receptors- (0]
Interleukin-4 and Interleukin-13 signaling < ] Interleukin-10 signaling ™ \
| padjust
Degradation of the extracellular matrix @ p.adjust Degradation of the extracallular malrix- ®
Chemokine receplors bind chemokines (] 0005 Leishmania infection ° 001
Interleukin-10 signaling - @ o010 0
Immunoregulatory interactions between a Lymphoid and a non-Lymphoid | P 0015 Parasitic Infection Pathways ° 003
cell 0020 Collagen formation- @ 004
Collagen degradation | @ 0028
Chemokine receptors bind chemokines- @
Collagen formation )
N " Count Assembly of collagen fibrils and other multimeric structures- [¢] Count
Assembly of ccllagen fibrils and other multimeric structures | (] oOw
allagen degradation -
O n Collagen degrad; 9]
ECM proteoglycans 1 [ ] O =z [OK:]
~ Post-translational modification: syntnesis of GPl-anchored proteins - @
Extra-nuclear estrogen signaling [ ] O a0 O 0
Signaling by EGFR| @ O o Antigen processing-Cross presentation - ] O 0
Differentiation of keratinooytes ininterfollicular epidermis in| g Activation of Matrix Metalioproteinases- @
mammalian skin
Developmental Cell Lineages| @ Complement cascade: @
EGFR downregulation!  ® Integrin cell surface inferactions- @
Activation of Matrix Metalloproteinases @ Regulation of Complement cascade- @
GRB2 events in EGFR signaling ® TNFs bind their physiological receptors- @
SHC1 evenls in EGFR signaling| @ Generation of second messenger molecules @
GAB1 signalosome+ @ GPVI-medialed activation cascade- @
Interieukin-6 family signaling{ @ Creation of G4 and C2 activators- ®
Estrogen-dependent nuclear events downstream of ESR-membrane signaling @ MyD88 deficiency (TLR24)-
Dissolution of Fibrin Clot: ® IRAKA deficiency (TLR2/4): @
0025 0050 0075 0100 0.125 006 010 015 020
GeneRatio

GeneRatio

c Upregulated in DFU x Control

D

Downregulated in DFU x Control

Cell Cycle Checkpoints 1 d Keratinization - .
Extracellular matrix organization . Formation of the cornified envelope+ .
M Phase- @) Neuronal System @]
Mitotic Anaphase | @) GPCR ligand binding @
Mitotic Metaphase and Anaphase - ("] Biological oxidations | .
RHO GTPase Effectors | @) Transmission across Chemical Synapses | )
Mitotic Prometaphase 1 . Fatty acid metabolism- .
Resolution of Sister Chromatid Cohesion { @ Phase | - Functionalization of compounds- )
Separation of Sister Chromatids - . lon channel transport Q
Mitotic Spindle Checkpoint{ . Differentiation of keratinocytes in |n(erfo\hc:nvlgrme’%|;i”eawgsk:g )
RHO GTPases Activate Formins - (] p-adjust Developmental Cell Lineages: 0] p-adjust
EML4 and NUDC in mitotic spindle formation < . Cell junction organization{ Q 0.001
Amplification of signal from the kinstochores 1 (] e Drug ADME (] 0002
Amplification of signal from unattached kinemChOir:;il;,\i;;’\sﬂigr?azf @) 26-05 Arachidonic acid metabolism- ) ;Z;’j
Degradation of the extracellular matrix | ) 3005 Cell-cell junction organization | 5} 0005
Collagen formation 1 . Count Cytochrome P450 - arranged by substrale type 9] Count
Collagen degradation (0] o 1 Constitutive Signaling by Aberrant PI3K in Cancer (] o)
Collagen biosynthesis and modifying enzymes | Q O Aspirin ADME @ O 40
Regustn vl e Growt sy (oF rare ke, @ O« Moottt sl iamns, Q=
Mitotic G1 phase and G1/S transition < ] (XY Xenobiotics| @ Cl 8
Assembly of collagen fibrils and other multimeric structures 1 Q@ Tight junction interactions{ @
Post-translational protein phosphorylation 1 ] Acyl chain remodelling of PE1 @
Kinesins 1 Q@ RA biosynthesis pathway| @
ECM proteoglycans - ® Negative regulation of TCF-dependent signaling by \;mﬂ;l’g\ég;gg ®
Collagen chain trimerization1 @ ABC transporters in lipid homeostasis{ @
G1/S-Specific Transcription | @ Ethanol oxidation{ @
Activation of ATR in response to replication stress @ ERBB2 Activates PTK®6 Signaling{ @
Polo-like kinase mediated events+ @ Fatty acids|{ @
Cyclin A/B1/B2 associated events during G2/M transition+ @ Specification of the neural plate border{ @
GO and Early G1+ @ Eicosanoids 1 @
0.05 0.10 0.02 0.04 0.06
GeneRatio GeneRatio

XXXIIl Congresso de Iniciagado Cientifica da UNICAMP — 2025



CONCLUSOES:

Os achados apresentados até aqui suportam a hipétese de que a IL-6 desempenha um papel na
fisiopatologia da cicatrizacdo de feridas em portadores de diabetes. Suas alteragdes podem estar relacionadas
com a nao-cicatrizagdo dessas feridas, visto pela andlise do dataset GSE134431. Ou, como mostra o dataset
GSE199939, ao comparar a pele saudavel com a de uma ulcera diabética, ha possibilidades de que haja, no
contexto do diabetes mellitus, uma alteragdo nas fungdes dessa citocina, podendo ser um dos mecanismos que
dificulta a cicatrizacdo nesses pacientes. Contudo, um maior nimero de analises é necessario para compreender

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