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RESUMO

Introducéo: Queimadura extensa e profunda € um trauma complexo que necessita de
cuidados intensivos no tratamento agudo. IntervencOes terapéuticas para atenuar a
resposta inflamatéria aguda e acelerar a cicatrizagdo podem contribuir na reducéo da
morbimortalidade e nos custos do tratamento. Estudos demonstram a importancia do
fator de crescimento de queratinécito (KGF) na cicatrizagdo de feridas. Objetivo:
Avaliar aacéo do KGF na expressao de 84 genes marcadores da cicatrizagdo em cultura
priméria de queratinécitos humanos oriundos de pacientes com queimadura. M éodos:
Apbs a obtencdo de fragmentos de pele de quatro pacientes com queimadura (grupo
queimadura) e de quatro pacientes higidos (grupo controle), foi realizada a cultura de
queratinécitos humanos primérios e distribuidas em quatro grupos. GQ+ (n = 4 —
queratindcitos de queimadura tratadas com KGF), GQ- (n = 4 — queratinécitos de
queimadura sem tratamento), GC+ (n = 4 — queratinécitos do grupo controle tratadas
com KGF) e GC- (n = 4 — queratinécitos do grupo controle sem tratamento). A andlise
da expressdo génica foi feita por g°PCR Array, realizando seis comparacdes. 1) GC+
versus GC-; 2) GQ- versus GC-; 3) GQ+ versus GC-; 4) GQ+ versus GQ-, 5) GQ+
versus GC+ e 6) GQ- versus GC+. Resultados: A comparagdo 1 apresentou um gene
hiporregulado e um hiperregulado. As comparagbes 2 e 3 apresentaram 0S MeSMOS
cinco genes hiporregulados. A comparacdo 4 ndo apresentou genes diferencialmente
expressos. A comparacao 5 apresentou 26 genes hiporregulados e 7 hiperregulados. E a
comparacdo 6 apresentou 25 genes hiporregulados e 11 genes hiperregulados.
Conclusdo: A suplementacdo de KGF a cultura de queratindcitos de pacientes com
gueimadura ndo determinou a expresséo génica diferencial dos genes marcadores da
cicatrizacéo.

Palavras-chave: 1. Queimadura; 2. Expressdo génica; 3. Cicatrizacdo; 4. Fator
de crescimento de queratindcito (KGF); 5. Queratinécitos.
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1. Introducdo

Queimadura extensa e profunda € um trauma complexo de elevada
morbimortalidade, com graves consequéncias imediatas e tardias, que necessita de
cuidados intensivos no quadro agudo, na ressuscitacdo em termos de hemodinamica,
no tratamento da dor, nas trocas diarias de curativos, na prevencéo e tratamento da
sepse, nas cirurgias e nas enxertias (GAUGLITZ et al., 2008; REAL et al., 2014).
Ainda, se fazem necessarios cuidados especiais com esses pacientes devido as sequelas
psicossociais (HERNDON et al., 1989; VALE, 2005; WOLF, TOMPKINS, HERDON,
2014).

Anuamente, mais de 6 milhdes de pessoas sofrem danos por queimaduras no
mundo e cerca de 300.000 vitimas vem a 6bito (PENN, GROBBELAAR, ROLFE,
2012; MITSUNAGA et al., 2012). Nos EUA, a estimativa anua ultrapassa 1 milhdo de
vitimas, sendo que 50 mil casos necessitam de atendimentos em hospitais
especializados e 5.000 vitimas vem a 6bito, tornando-se a quarta maior causa de morte
por ferimentos ndo intencionais. (SHERIDAN, 2003; GRECO et al., 2010, EDELMAN,
2007; ABA, 2014).

No Brasil, ndo ha estatistica oficial (IURK et al., 2010). Entretanto, os casos de
queimaduras representam um agravo significativo a Saide Publica. Dados do Ministério
da Salde de 2012 apontam que, em 2011, houveram 1.437 internagdes em Unidades de
Tratamento Intensivo (UTI) de Queimados, com 17,95% de obitos e, em 2010, foram
registradas 1.283 internacdes e a taxa de obito foi de 18,16% (PORTAL DA SAUDE,
2012).

A lesdo por queimadura € um evento traumético que pode ser de origem térmica,
elétrica, quimica, por radiacdo, sendo as queimaduras térmicas as mais comuns. A
morbidade e a mortalidade das queimaduras estéo relacionadas com a extensdo da
superficie corporal atingida e a profundidade das queimaduras na pele, estado
hipermetabdlico, além da idade e presenca de lesdo inalatéria (HERNDON et al., 1989;
SONG et al., 2012). A infeccdo € a principal causa de mortalidade de pacientes com
grave queimadura (GRAGNANI et al., 2014a).

Em relacdo a extensdo, as lesbes por queimaduras sdo classificadas em
pequenas, quando atingem até 10% da superficie corporal queimada (SCQ); médias,
entre 10 e 25% SCQ e grandes, nos casos acima de 25% SCQ. Em relacdo a
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1. Introducdo

profundidade, sdo classificadas como lesbes de primeiro grau, comprometendo apenas a
epiderme sem formagdo de bolhas; de segundo grau, quando acomete toda a epiderme,
derme papilar e, as vezes, até a derme reticular e, por fim, de terceiro grau, quando
atinge a tela subcutanea, podendo estender-se aos musculos e ossos (NGUYEN et al.,
1996; VALE, 2005; EVERS, BHAVSAR, MAILANDER, 2010; DEGIM et al., 2011).

Além da pele, a queimadura afeta vérios 0rgaos e promove respostas locais e
sistémicas no organismo (EVERS, BHAVSAR, MAILANDER, 2010). Ha diminuicéo
da perfusdo tecidual, hipotensdo prolongada, edema, infeccdo, alteracdo hipermetabdlica
sistémica com catabolismo e extensa destruicdo de proteinas, podendo levar a perda
irreversivel do tecido (HETTIARATCHY & DZIEWULSKI, 2004; ABDULLAHI &
JESCHKE, 2014; DIAZ et al., 2015).

As dteracbes anatdmicas, fisioldgicas, enddcrinas e imunolégicas contribuem
para a faléncia de multiplos 6rgdos, levando ao aumento na taxa de morbimortalidade
(BILATE, 2007; GAUGLITZ et al., 2008; SONG et al., 2012). A ata incidéncia de
infecc8o em paciente com queimadura € uma grande preocupacdo em sua evolucao
clinica, pois esta diretamente relacionada com a morbimortalidade (NORONHA et al.,
2014a).

A resposta inflamatéria € a primeira etapa de um processo de regeneracdo ou
reparo tecidual apds qualquer tipo de injaria (GOSAIN & GAMELLI, 2005). As
citocinas sdo mediadores primarios presentes na resposta inflamatéria que promovem a
comunicacdo autdcring, paracrina e endécrina entre varios tipos de células. E a lesdo
térmica aumenta o nivel sérico de citocinas (GAUGLITZ et al., 2008, GRAGNANI et
al., 2013, GRAGNANI et al., 2014b).

Peptideos antimicrobianos da resposta imune inata de células epiteliais gjudam a
proteger o organismo através da ativacdo de células inflamatorias ou da inativacéo de
agentes patogénicos, melhorando a resisténcia contra a infeccdo microbiana
(NORONHA et al., 2014b). Entretanto, o prolongamento da resposta inflamatéria
dificulta a cicatrizacdo por elevar demasiadamente o nivel de citocinas no loca e
promover degradacdo de colégeno, apoptose celular, comprometimento vascular e
producdo de radicais livres do oxigénio (SHUPP et al., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeschke%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25606644
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Nas primeiras 24 a 48 horas apds a lesdo, pode ocorrer aprofundamento
progressivo da area lesada (GIBRAN & HEIMBACH, 2000; GRECO et al., 2010). Nos
dias seguintes a lesdo, alteracbes extensas na expressdo génica geram disturbios que
podem comprometer a capacidade da cicatrizacdo (ARTURSON, 1980; GRECO et al.,
2010; YANG et al., 2012).

Métodos para melhorar a cicatrizacdo de feridas e reparo dos tecidos,
intervencdes terapéuticas que atenuem a resposta inflamatoria aguda e diminuam a
expressao das citocinas apos lesdo por queimadura, podem oferecer oportunidades de
reduzir a taxa de mortalidade e melhorar a qualidade de vida de pacientes, dém de
contribuir na reducdo de custos em cuidados com a salide (HERNDON & TOMPKINS,
2004; GOSAIN & GAMELLI, 2005; BAXTER et al., 2012). Uma melhor compreenséo
do valor terapéutico dos fatores de crescimento (FC) pode ser essencial para aprimorar a
terapia em queimados (WEARING & SHERRATT, 2000; GREAVES et al., 2013).

Os FC pertencem a uma classe de citocinas que atuam no reparo e cicatrizagao
tecidual, modulando a proliferacdo, migracdo e aumento da atividade metabdlica das
céulas (FITZPATRICK & ROSTAN, 2003; DAMANTE, 2007). Dados sugerem que 0s
FC produzidos no loca da ferida possam influenciar as células vizinhas por sinalizagcdo
autéerina e parécrina (SCHULTZ et al., 1991). Evidéncias experimentais e clinicas
demonstram vantagens terapéuticas para 0 processo de cicatrizagdo da ferida na
presenca desses agentes (CHING et al., 2011).

O fator de crescimento de queratinécito (KGF), também conhecido por fator de
crescimento de fibroblasto-7 (FGF-7), parece ter um papel tnico como um mediador na
interacdo mesenquimal-epitelial. O KGF origina-se a partir de células mesenquimais, e
atua exclusivamente em células epiteliais (ORR-URTREGER et al.,1993; WERNER et
al., 1992). Varios estudos demonstraram a importancia do KGF na cicatrizacdo de
feridas.

Segundo WERNER et al. (1992), h4d aumento expressivo de mRNA que codifica
KGF (ou FGF-7) em camundongos apés uma lesdo cutanea, diferente do encontrado
para FGF-1, FGF-2 e FGF-5, concluindo que os queratinécitos basais sdo estimulados
por KGF derivado da via dérmica durante a cicatrizagdo de feridas, com um papel
exclusivo na reparacdo de feridas. Outro estudo do mesmo autor (WERNER et al.,
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1994), em lesdo cutanea em camundongos, demonstra que a inibi¢cdo da sinalizacdo do
receptor de KGF reduziu a taxa de proliferacdo de queratinécitos epidérmicos nas

bordas da ferida, resultando em um retardo significante na reepitelizacéo.

STAIANO-COICO et al. (1993) identificaram melhora na cicatrizacdo de
feridas em orelha de coelhos com KGF exdgeno. PIERCE et al. (1994) constataram que
KGF exdgeno acelerou a cicatrizagdo de feridas em orelha de porcos. Outro estudo
mostrou que a injecdo de KGF acelerou o fechamento de ferida e reduziu a inflamacéo
em ratos diabéticos (MARTI et al., 2004).

Com base no ponto de vista da biologia moderna, a injuria leva a alteracdo na
resposta inflamatéria e pode ser acompanhada por uma alteragdo na expressdo génica
(WU et al., 2004). Tanto a andlise quantitativa quanto a comparacdo dos perfis de
expressao génica fornecem uma estimativa mais precisa do tempo de ativacéo, padroes
de expressdo e caracteristicas de uma resposta induzida por queimadura (YANG et al.,
2012).

A expressdo génica de citocinas e de receptores inflamatérios pelos fibroblastos
esta associada a condi¢do de estresse do ambiente em que as células estdo submetidas, o
que acontece ha maioria das células (KESSLER-BECKER, KRIEG, ECKES, 2004). A
morfogénese da pele é comandada por conjuntos de microRNAs (miRNAS) expressos
diferenciamente (Y1 et al., 2006). Os miRNA representam uma nova classe de RNAs
enddgenos, com aproximadamente 22 nucleotideos, e atuam como silenciadores pos-
transcricionais, inibindo a traducdo de RNAs mensageiros-alvo (RICARTE FILHO &
KIMURA, 2006).

Técnicas avancadas utilizando miRNA possibilitam uma investigacdo da
expressdo de milhares de genes de diferentes tecidos de um organismo, sob diferentes
condicdes ambientais e estdgios de desenvolvimento (ROSA, ROCHA, FURLAN,
2007). Deste modo, é possivel investigar, indiretamente, quais genes sdo responsaveis
pelo fendtipo das doencgas através da quantificagdo de RNAS transcritos (PADDOCK et
al., 2003).

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (QPCR Array) é
um método que possibilita a amplificagdo in vitro do DNA. Foi desenvolvido por Kary

Mullis em 1984 (MULLIS, 1990) a partir da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
5
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convencional. E amplamente utilizado para detectar e quantificar com precisio
quantidades muito pequenas de sequéncias de é&cidos nucleicos especificos,
determinando valores na fase exponencial da reacdo (BUSTIN et al., 2009; PAGE &
STROMBERG, 2011; SANDERS et al., 2014).

Sabendo-se que uma gqueimadura cuténea deflagra uma resposta inflamatoria
intensa alterando a expressdo génica, e que o gPCR Array é um método eficaz para
avaliar quais os genes dos queratinocitos sdo alterados durante a fase aguda da
inflamacdo, entende-se a importancia em elucidar os mecanismos que regulam essa
expressao génica e conhecer os processos que influenciam na regeneracdo da cobertura

perdida na queimadura.

Para a proxima década, segundo WOLF, TOMPKINS e HERNDON (2014),
continuardo sendo apoiadas novas pesquisas no tratamento da queimadura que utilizem
métodos j& estabelecidos a fim de controlar a inflamagao, regular o hipermetabolismo,
acelerar a cicatrizagdo das lesbes por queimadura, como a identificagdo de
biomarcadores, bem como pesquisas sobre reabilitacdo dos pacientes e aspectos
psicol 6gicos (WOLF, TOMPKINS, HERNDON, 2014).

Portanto, foi elaborada a hipbtese de analisar a expressdo génica relativa de
queratindcitos de pacientes com grande queimadura comparado a um grupo controle de
referéncia. A finalidade foi construir um perfil de genes diferencialmente expressos na
presenca e auséncia de KGF, na tentativa de identificar biomarcadores da queimadura,

comparando e analisando posteriormente 0s grupos entre si.



2. OBJETIVO




2.0BJETIVO

O objetivo do estudo foi avaiar a agdo do KGF na expresséo de 84
genes marcadores da cicatrizagdo em cultura priméria de queratindcitos

humanos oriundos de pacientes com queimadura.
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QUEIMADURA

NGUYEN et al. (1996) revisaram estudos e ensaios clinicos que incluem
reposicdo volémica, sepse, funcdo imunoldgica, hipermetabolismo, desbridamento
precoce, restauracdo da ferida, formacdo de cicatriz e lesdo por inalacdo de gases.
Queimaduras resultam em alteracfes fisiol gicas que podem ser minimizadas com o uso
de reposicdo volémica para manter a perfusdo tecidual e promover uma recuperacéo
rapida. Ao combinar a reposi¢ao volémica com suporte nutricional e uso adequado de
antibidticos, notaram um decréscimo da resposta hipermetabdlica e da incidéncia de

sepse, fatores esses que levam ainstabilidade hemodinamica e faléncia dos 6rgéos.

HAN et al. (2004) realizaram um estudo observacional sobre ateragGes
dindmicas de alguns mediadores inflamatdrios em queimaduras graves. Dezessete (17)
pacientes adultos com grande queimadura foram incluidos. Assim que chegavam a
unidade de emergéncia, 0s pacientes eram anestesiados e as cirurgias eram agendadas.
Como o agendamento acontecia com 3 dias de antecedéncia, amostras de sangue foram
coletadas quatro vezes no intervalo de 72 e 24 horas antes da cirurgia e 24 e 72 horas no
pos-operatério. Os pesquisadores identificaram reducdo de endotoxinas no pés-
operatério, aumento do fator de necrose tumoral-alfa (TNFa) e, consequentemente, de
interleucina-10 (IL-10), que € uma resposta anti-inflamatoria do organismo e em relagdo
as moléculas de adesdo, a reducéo de E-selectin, uma importante molécula de adesdo
gue esta associada a inflamacdo sistémica. Concluiram que quanto antes for realizado o

desbridamento, menor a suscetibilidade a complicacdes.

GAUGLITZ et al. (2008) descreveram que o estado hipermetabdlico gerado por
uma queimadura grave é guiado por uma intensa resposta inflamatoria. No experimento,
8 ratos foram submetidos a uma queimadura grave de espessura total que comprometia
60% da superficie corporal. Em seguida, colheram soro nos seguintes momentos. 1, 3,
6, 12, 24, 48, 96 e 168 h apds a lesdo. Foram avaliadas as seguintes citocinas presentes
na resposta inflamatéria: interleucina-1beta (IL1beta), 1L-6, 1L-10, fator de necrose
tumoral (TNF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e proteina quimiotatica
de mondcito-1 (MCP-1), as seis com uns em humanos, mais trés citocinas induzidas por
quimioatragdo de neutrofilos especificas de ratos CINC-1, CINC-2 e CINC-3, sendo
CINC semelhante a IL-8 em humanos. A queimadura provocou aumento significativo
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nos niveis séricos de IL-1beta, IL-6, IL-10, MCP-1, CINC-1, CINC-2 e CINC-3 quando
comparados com o grupo controle (n = 4 ratos). Os niveis séricos de TNF-afae VEGF
ndo tiveram diferencas significativas quando comparadas com os controles. Diante dos
dados obtidos, concluiram ser possivel desenvolver novos estudos no tratamento anti-

inflamatério.

SONG et al. (2012) realizaram bidpsias em pele e musculo de oito voluntérios
pediétricos com grave queimadura e compararam com pacientes pediatricos higidos a
fim de determinar a expressdo de eEF2, uma proteina responsavel pela sintese proteica,
e a inativagdo da eEF2 quinase (eEF2K), sendo que a inativacdo de eEF2K por
fosforilacdo promove inativacdo de eEF2 e, por consequéncia, a sintese proteica
Coletaram os tecidos dos pacientes com queimadura em trés momentos distintos, sendo
0 primeiro logo apos o trauma, entre 0-10 dias pos-trauma, 0 segundo em um tempo
médio, entre 11-49 dias pds-trauma, e o terceiro tardiamente, entre 50-365 dias pds-
trauma. Avaiaram o0 gasto energético de repouso, ou taxa metabdlica basal, a
composicdo corporal e taxa de sintese de proteina muscular. Identificaram
hi permetabolismo persistente nos pacientes com queimadura devido ao aumento da taxa
metabdlica basal e perda de massa muscular magra sem alteracdo da sintese proteica,
indicando uma mudanca para catabolismo pos-queimadura. Concluiram que a
gueimadura induz a ativagcdo prolongada de eEF2K e eEF2 e que alteragdes nestes
mediadores podem contribuir para o intenso hipermetabolismo observado em pacientes

com grave quei madura.

JESCHKE et al. (2014) avaliaram se um painel de biomarcadores poderiam ser
utilizados para determinar a sobrevivéncia de 230 pacientes pedidtricos com grave
gueimadura, sendo que 79 das 230 criancas vieram a Obito. Foram analisadas
caracteristicas demogréficas, resultados clinicos e perfis sorolégicos da resposta
inflamat6rioa aguda, como citocinas, hormdnios e proteinas, em 11 momentos durante
180 dias pés-queimadura. Encontraram diferencas profundas nos biomarcadores da
inflamagdo e do metabolismo em cada avaliagdo entre os pacientes sobreviventes e ndo
sobreviventes. Os ndo sobreviventes tinham niveis séricos significativamente mais
elevados de IL-6, IL-8, fator estimulante de colbnias granulocitarias (GCSF ou CSF3),
proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1), proteina C-reativa, glicose, insulina,

azoto de ureia no sangue, creatinina e bilirrubina. Além disso, 0s pacientes ndo
11
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sobreviventes apresentaram maior hipermetabolismo, que foi associado ao aumento da
disfuncéo dos 6rgéos e a sepse quando comparado com os sobreviventes. Concluiram
gue o0s pacientes ndo sobreviventes apresentam diferentes trgjetérias na resposta
inflamatoria, no metabolismo e nas respostas de fase aguda, o que possibilita novos

model os preditivos para melhorar e personalizar a evolugédo da queimadura.

FATOR DE CRESCIMENTO DE QUERATINOCITO (KGF)

RUBIN et al. (1989) isolou 0 KGF pela primeira vez e, mais tarde, o KGF foi
identificado como um membro da familia do FGF, designado FGF-7 por FINCH et al.
(1989). Sua acgéo parécrinafoi descrita por ORR-URTREGER et al. (1993), pois sabia-
se que o KGF era produzido no mesenquima, pelos fibroblastos, mas que atuava apenas

em receptores epiteliais, em queratindcitos.

WERNER et al. (1994) revelaram uma sinalizago direta do receptor de KGF na
morfogénese da epiderme e dos foliculos capilares e, indiretamente, no controle da
formacdo de tecido conjuntivo na derme, o que indica uma interacdo no complexo
epiderme-derme durante morfogénese da pele. Os resultados demonstraram que 0 KGF
€ essencial para a reepitelizagdo da ferida e que o bloqueio da funcdo de KGF esta4
associado a anormalidades na cicatrizagao de feridas.

CHEDID et al. (1994) investigaram ainfluéncia de vérios fatores de crescimento
na expressdo de RNA de KGF em fibroblastos embrionarios. Incubaram fibroblastos
humanos (M426) com diferentes citocinas, varias vezes, em um periodo de 24 horas. A
IL-1 mostrou-se forte indutor na transcricdo de KGF, aumentando 6 vezes apds 6 horas
do estimulo e normalizando o nivel apés 24 horas. PDGFBB, IL-6 e TGF-afa também
se mostraram indutores da expressdo de KGF. Ja TNF-alfa e bFGF ndo apresentaram
variacdo na expressdo de KGF. A IL-1 mostrou-se como principal citocina indutora da
expressdo génica de KGF em fibroblastos humanos, estando presente nos processos
inflamatorios e de cicatrizacdo de feridas. A transcricdo de KGF foi dose e tempo
dependente de IL-1, e na presenca de anticorpos especificos para IL-1 a transcri¢do de
KGF foi bloqueada.
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WEARING & SHERRATT (2000) registraram que o efeito da suplementacdo de
KGF no remodelamento do tecido sobre a mitose das células na epiderme é subdtima
para a velocidade de reepitelizacdo. A principal conclusdo € que o grande aumento da
regulacéo de KGF, observado experimentalmente no leito da ferida, aumenta o alcance

de sinalizacdo do fator de crescimento, porém reduz ataxa de regeneracdo epidérmica.

KELLER et al. (2004) descreveram 0 mecanismo de agdo do KGF. O KGF é
produzido por fibroblastos e ativa o receptor FGFR2-111b em queratinécitos, que leva a
migracdo, proliferacéo e sobrevivéncia dos queratinocitos. O KGF, juntamente com o
FGF-10, induz a expressdo do Nrf-2, um fator de transcricdo em queratindcitos com
acdo antioxidante que neutraliza espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS sdo
amplamente produzidas por macréfagos e neutrofilos na pele ferida, como uma defesa
contra bactérias invasoras. Portanto, a eficiéncia da neutralizacdo das ROS pelo Nrf-2

torna-se necessaria para a protecao de células durante a cicatrizacéo de feridas.

KOPP et al. (2004) avaliaram a acdo do KGF em queimadura de segundo grau
em porcos analisando trés diferentes grupos, sendo um grupo controle, um grupo com
enxerto de cultura de queratindcitos de linhagem HaCat e um ultimo grupo com enxerto
de cultura de queratinécitos de linhagem HaCat contendo KGF, este dltimo atuando
como um sistema de liberacdo de KGF. O resultado mostra que no grupo controle, um
epitélio fino foi formado apds 10 dias. No segundo grupo sem KGF houve completa
epitelizacdo apds 7 dias e no grupo tratado com KGF a epitelizacdo aconteceu em 5

dias, comprovando a acdo do KGF no processo de epitelizacdo.

WERNER, KRIEG, SMOLA (2007) relataram dupla sinalizagdo paracrina na
rdlacdo derme-epiderme, na qua os queratindcitos da epiderme estimulam os
fibroblastos dérmicos a produzirem fatores de crescimento e citocinas, como IL-1, IL-6
e PDGF, e estes, por sua vez, estimulam a proliferacdo de queratinécitos. O TNF-alfa é

EXpPresso por queratindcitos e promove efeito autderino.

KORIA & ANDREADIS (2007) isolaram queratinécitos humanos primarios de
prepucio prénatal e cultivaram em fibroblastos humanos em 24 placas. As
monocamadas de queratinécitos foram lesadas e 0 KGF foi adicionado em diferentes
concentragdes (0, 10, 20, 50, e 100 ng/mL). Apo6s 72 horas do ferimento, o0 KGF
promoveu fechamento de 80% desse modelo de ferida, enquanto que na monocamada
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controle (ndo-tratada) apresentou apenas 40% de fechamento. A taxa de cicatrizagdo
mostrou-se diretamente proporcional a concentracéo de KGF.

NIU et al. (2007) demonstraram pela primeira vez que o KGF é indutor de NF-
kappaB, este que por sua vez é essencial na regulacéo da expressdo génica de KGF. O
KGF atua de modo paracrino, é especifico do epitédlio e tem origem mesenquimal.
Desempenha um papel essencial no crescimento das células do epitélio, agindo através
do receptor de KGF (FGFR2-I11b), que € expresso predominantemente por células
epiteliais, e ndo por fibroblastos, o que sugere que poderia funcionar como um mediador
par&crino de interagcBes mesenquimais-epiteliais. Até entdo, pouco se sabia sobre a via

de sinalizacdo que regula aresposta de células epiteliais.

SOBRAL et al. (2007) avaliaram o efeito do KGF em diversas concentracoes,
produzido pela propria célula modificada geneticamente ou por suplementacdo em meio
de cultura de queratinécitos na presenca de Pseudomona aeruginosa em modelo
experimental in vitro de queimadura composto de substrato dérmico e queratindcitos
cultivados. A Pseudomona aeruginosa € uma bactéria comumente presente em
infeccbes de pacientes que sofreram queimadura, 0 que desencadeia a sintese de
peptideos especificos e reagdo imunoldgica. Concluiram que a presenca de KGF na
cultura de queratinécitos inibiu o crescimento bacteriano, sendo dose-dependente,
embora o0 KGF sozinho ndo tenha apresentado acdo antimicrobiana, e notaram a ja
conhecida atividade mitogénica do KGF, sugerindo que o queratinécito aumenta a

producdo de defensina que € aresponsavel por essa defesa.

GEMMATI et al. (2009) compararam a expressdo de genes supostamente
envolvidos na cicatrizagdo de feridas, como PDGF e KGF. Anaisaram dois grupos,
lesdo cicatrizada versus lesdo ndo-cicatrizada, e analisaram a expressdo desses dois
genes. Ao final, verificou gue ndo houve qualquer diminuicao significativa na expressao

do PDGF e do KGF em lesdes que ndo haviam cicatrizado.

GRAGNANI et al. (2010) avaliaram os efeitos do estresse oxidativo e da
suplementacdo do fator de crescimento de queratindcitos (KGF) em queratindcitos
humanos cultivados. O estresse oxidativo foi produzido através da adi¢cdo de perdxido
de hidrogénio (H20,) ao meio de cultura. Os queratinocitos humanos cultivados foram
divididos em quatro grupos: grupo controle (GC), grupo KGF (GKGF), grupo H,0,
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(GH20,), grupo H,0; e KGF (GH20,-KGF). A suplementagdo do KGF ao meio de
cultura de queratinécitos determinou menor viabilidade celular se comparado ao grupo
controle. Porém, na presenca de H,O,, 0 KGF determinou a protecéo aos queratindcitos

humanos primarios cultivados expostos ao estresse oxidativo.

GRAGNANI et al. (2013) analisaram a expressdo génica de KGF, TNF-alfa e
IL-1beta, em cultura de fibroblastos e queratinécitos de pacientes com grandes e
pequenas queimaduras comparados com o grupo controle. Utilizando qPCR Array,
concluiram que ha um padréo quantitativo na expressdo do gene KGF e IL-1, mais
expresso de acordo com o tamanho da queimadura. Notaram também que o TNF-afa
ndo foi expresso, sugerindo que durante o processo de inflamag&o aguda outras células

devem expressar esse gene.

GREAVES et al., (2013) ilustraram a interacdo dindmica entre fatores de
crescimento, citocinas e diferentes tipos celulares durante o processo de cicatrizagdo
(Figura 1), que envolve angiogénese, contracéo da ferida e reepitelizagdo. Os autores
ilustraram o FGF-7, ou KGF, sendo produzido pelos fibroblastos e sua intima relacdo
com queratindcitos, aém da interacdo da Interleucina-1 (IL-1) e fator transformante
beta-1 (TGFb-1) no processo de cicatrizagéo. E todo esse evento depende indiretamente
da ac&o de outras citocinas e fatores de crescimento atuando em outros tipos celulares
(GREAVES et al., 2013).
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FIGURA 1: Interac&o dinamica entre fatores de crescimento, citocinas e diferentes
tipos celulares no processo de cicatrizagdo (GREAVES et al., 2013).

GRAGNANI et al. (2014b) analisaram o perfil da expressdo génica de citocinas
e receptores de inflamagdo em cultura de queratinécitos de pacientes com queimadura.
Anadisando grupos de grandes queimados (25 a 50% SCQ), pequenos queimados
(menor que 5% SCQ) e grupo controle, concluiram gque ha importantes diferencas entre
as peguenas e grandes queimaduras no que se refere ao perfil de citocinas. Quimiocinas
dafamilia CXC foram mais expressos no grupo grande queimadura, exceto CXCL12. A
familiaXC, CC e CX3C quimiocinaforam reprimidos, especialmente no grupo pequeno
queimadura. Asinterleucinas IL-8 e IL-1B foram mais expressos em grande queimadura
do gue em pequena queimadura, exceto IL13RA1, IL13 e IL5RA que foram reprimidos,

principa mente na pequena quei madura.
NORONHA et a. (2014b) avaliaram os niveis de KGF e de beta-defensina-4
produzidos em cultura de fibroblastos e queratindcitos provenientes de pele de pacientes
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com queimadura, sendo quatro pacientes com grandes queimaduras, quatro com
queimaduras menores e dois pacientes higidos. As beta-defensinas sdo peptideos
antimicrobianos envolvidos com a imunidade inata e aumentam a resisténcia do
organismo contra a infeccdo microbiana, sendo esta uma causa de mortalidade entre os
pacientes com queimadura. O KGF esta envolvido com a reepitelizacdo cuténea. Neste
estudo, demonstraram que ha maior expressdo de KGF em cultura de fibroblastos e de
queratinécitos de pacientes com grande gueimadura se comparado a queimaduras
menores. E a expressdo de beta-defensina-4 mostrou-se aumentada em fibroblastos e

diminuida em queratindcitos, independente da gravidade da queimadura.

METODOS DE AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

STEINSTRAESSER et al. (2002) examinaram a expressao do gene CD14 na
pele humana apds queimadura. No estudo foram incluidos 57 pacientes com
gueimadura de profundidade parcial. Avaiacdo por gPCR Array foi aplicada para
identificar a presenca de CD14 no mRNA. Através de imunohistoquimica identificaram
a expressdo de CD14 na pele normal e na pele queimada. A andlise quantitativa de
gPCR Array mostrou aumento significativo da expresséo de CD14 imediatamente apds
aqueimadura.

KORIA et al. (2003) verificaram ateragdes na expressdo génica em pele
artificial lesionada com acetona por meio de microarray ou microarranjos de DNA.
Determinados fatores de transcricdo mitogénicos, como EGR-1 e ETR101, foram
induzidos apds a exposicdo a acetona. Da mesma forma que a acetona, oS raios
ultravioletas e queimadura suprimem a atividade metabdlica celular e, inclusive
relacionada ao metabolismo lipidico, que possivelmente preservam a energia para outras

funcdes relacionadas com a sobrevivéncia.

DASU et al. (2004) identificaram mudangas nos padrfes de expressdo génica
das células musculares esqueléticas da perna durante 24 meses ap0s uma lesdo por
gueimadura grave. Estudaram 6 criangas de idade entre 3 e 18 anos com queimadura
acometendo mais de 40% da SCQ. ApGs dta hospitalar, foram feitas bidpsias do
musculo vasto lateral no 45° dia, 6° més, 12° més, 18° més e 24° més. O RNA total foi

isolado in vitro, transcrito e hibridizado. Comparado com criangas ndo queimadas, 38
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genes estavam alterados no 45° dia, dos quais 10 permaneceram alterados até 0 6° més,
4 até 12° més e 2 genes até o 18° més. N&o houve diferenca no padréo de expresséo
génicano 24° més.

GRECO et al. (2010) forneceram um retrato abrangente da expressdo dos genes
envolvidos no processo de reparacdo cuténea durante os primeiros 17 dias apés a lesdo
por queimadura. Compararam a expressao génica diferencial entre pele parciamente
lesada por queimadura de 45 pacientes com pele de 15 pacientes provenientes de
cirurgia estética. Foram utilizadas 54.000 sondas representativas de 38.000 genes
humanos, os resultados mostraram 2.286 genes diferencialmente expressos em

espessura parcial de pele de pacientes com queimadura.

ZHOU et al. (2010) desenvolveram um método de avaiar perfis de expressdo
génica utilizando informacdes que correlacionam resposta génica e intervalo de tempo
em que ela ocorreu. O método detecta com €ficécia a resposta gene-especifica e permite
relaciona-la aos fatores experimentais testados. Seu método atua de modo
complementar ao modelo classico ANOVA, uma vez que estima, simultaneamente, 0s
efeitos da resposta génica e o tempo no qual elas apareceram. Propondo assim a
metodologia ANOV A relacionada ao tempo (TANOVA).

CLERICUZIO et al. (2014) avaliaram a ago cicatrizante da substancia ativa do
vegetal Ophioglossum, cujo extrato € tradicionamente utilizado em pomadas para a
cicatrizacdo de feridas e queimaduras. Eles isolaram a substancia ativa desse vegetal,
gaactosil-diacilglicerol e galactopiranosil-glicerol, e avaliaram suas propriedades
cicatrizantes em cultura de queratinécitos. Modelos de ferida, feito por meio de
monocamada de queratindcitos, mostraram aumento da taxa de cicatrizacdo quando
expostos a doses subtoxicas da substancia ativa do Ophioglossum. O maior efeito
cicatrizante foi com uma dose de 5ug/mL, que se aproximou do efeito de um lisado de
plaquetas utilizado em tratamentos clinicos. Inibidores das principais vias de sinalizacdo
celular envolvidas no reparo de feridas revelam funcBes importantes do célcio
intracelular e da ERK1/2, MAP-quinase ou MAPK-1. Por outro lado, a avaliagcdo por
RT-gPCR de 84 genes marcadores da cicatrizagdo mostrou uma auséncia quase total de
modulacdo génica. Diante dos dados, a substancia ativa do Ophioglossum mostra-se
calcio-dependente para o reparo tecidual, com ativacdo de ERK1/2, ndo envolvendo
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mecanismos gendmicos. Sendo assim, 0s autores propuseram esta nova droga para o
reparo tecidual e medicina regenerativa.

PARK et al. (2015) avaliaram 84 genes marcadores da cicatrizacdo de feridas
em fibroblastos dérmicos humanos em resposta a estimulacéo elétrica (ES) por meio de
RT-gPCR. Fibroblastos dérmicos humanos primarios foram cultivados em uma mistura
de polimeros, poliacido L-lactico ou PLLA, e polipirrol heparina-ativado ou PPY
heparina-ativado, e expostos a estimulacdo elétrica de 50 ou 200 mV/mm durante seis
horas. Um total de 57 genes mostraram-se diferencialmente expressos, sendo 49
hiperregulados e 8 hiporregulados. Os genes diferenciamente expressos estéo
envolvidos com adesdo celular, remodelagéo, atividades do citoesquel eto, metabolismo
da matriz extracelular, producdo de citoquinas inflamatorias e quimiocinas e fatores de
crescimento, bem como transducdo de sinal. Este estudo demonstrou que a estimulacéo
elétrica modula a expressdo de uma variedade de genes envolvidos no processo de
cicatrizagdo da ferida, o que confirma que a estimulagdo elétrica € uma ferramenta Util

na medicina regenerativa.
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Desenho da Pesquisa

O presente estudo possui um desenho de pesguisa experimental in vitro,

intervencional, analitico, controlado e realizada em centro Unico.
Amostras

Participaram do presente estudo 4 pacientes com grande queimadura e 4
pacientes higidos sem queimadura doadores de queratindcitos. Os grupos de estudo
foram divididos em Grupo Queimadura + (GQ+) — cultura de queratindcitos de
pacientes com grande queimadura suplementada com KGF; Grupo Queimadura - (GQ-)
— cultura de queratindcitos de pacientes com grande queimadura sem KGF; Grupo
Controle + (GC+) — cultura de queratinécitos de pacientes higidos suplementada com
KGF; Grupo Controle - (GC-) — cultura de queratinécitos de pacientes higidos sem
KGF.

Os pacientes com grande queimadura estavam internados na Unidade de
Tratamento de Queimadura (UTQ) da Disciplina de Cirurgia Plastica (DCP) da
Universidade Federa de Sdo Paulo (UNIFESP) e apresentavam entre 25 a 50% da
Superficie Corpora Queimada (SCQ) ou necessitavam de 10% de enxertia. As
pacientes higidas foram aguelas submetidas as cirurgias estéticas, como mamoplastia ou
abdominoplastia na DCP-UNIFESP. Todos os pacientes incluidos preencheram os
critérios de inclusdo descritos posteriormente.

L ocal do estudo

A fase de col eta de fragmentos de pele dos pacientes queimados foi realizada na
UTQ-DCP-UNIFESP que esta localizada no Hospital Universitario (HU) — Hospital
Sé0 Paulo (HSP). A fase experimental foi realizada no Laboratério de Cirurgia
Trandaciona (LCT) da DCP que esta localizado no Edificio Académico Prof. Dr.
Horécio Kneese de Méello (Edificio de Pesguisa |), na Rua Pedro de Toledo, 781, 4°
andar (fundos) — Vila Clementino — S&o Paulo-SP.

Aspectos éticos

A fim de contemplar os aspectos éticos, o projeto de pesquisa foi submetido a
Comiss3o de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo, sendo aprovado
em 08/02/2013 sob parecer nimero 197.342 (Anexo 1).
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Os pacientes foram incluidos neste estudo apés lerem e assinarem o0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndices 1 e 2).

CritériosdeInclusao

Foram convidados os pacientes de ambos os géneros (masculino e feminino),
com idade acima de 18 anos que concordaram em participar da pesquisa e assinaram o
TCLE, internados na UTQ-DCP-UNIFESP/HU-HSP com necessidade de
procedimento(s) operatorio(s). Para o Grupo Queimadura (GQ), os critérios foram a
presenca de lesdo por queimadura de 2° grau profundo ou de 3° grau acometendo entre
25% e 50% SCQ ou pacientes que necessitavam de enxertia de pele parcial em 10% de
SCQ. Para 0 Grupo Controle (GC), foram convidados pacientes com necessidade de
procedimento operatorio, que seriam submetidos a cirurgia estética, abdominoplastia ou
mamoplastia, ndo fumantes, sem doencas prévias de pele ou doencas clinicas que

interferissem no processo de cicatrizagao.
Critériosde N&o Inclusdo

N&o foram incluidos pacientes que ndo concordaram em participar da pesquisa,
gue apresentavam alguma doenca prévia de pele, lesdo superficial (Psoriase e similares),
processo infeccioso ou doenca clinica que interferia diretamente com o processo de
cicatrizacdo de feridas (Colagenoses, como IUpus eritematoso, esclerodermia,
dermatopolimiosite, doenga mista do tecido conjuntivo).

Critériosde Exclusao

Contaminacao das garrafas de cultura, baixa taxa de proliferacdo celular (menor
que 80% de confluéncia), quantidade insuficiente de RNA extraido que impedisse a
avaliacdo dos dados do paciente e perda do material extraido. Qualquer perda haveria

reposi ¢ao.
I nstrumentos de Pesquisa
Procedimento operatorio padré&o e coleta de pele

A coleta da pele foi realizada pelo cirurgido plastico durante o procedimento
operatério padrdo tanto na cirurgia estética, na qual normalmente ha descarte de pele,
sendo esta utilizada para o estudo (grupo controle), quanto na cirurgia de desbridamento

OuU excisdo cirurgica para o tratamento da queimadura. Durante esse desbridamento
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cirargico, a pele vitalizada adjacente a pele necrosada acaba sendo retirada parcial mente
devido ao proprio procedimento operatério, pois os limites da queimadura s&o
irregulares e o instrumento utilizado para a excisdo, a faca de Blair, € retilineo e néo
preciso, sendo estes, entdo, os fragmentos de pele vitalizada utilizados para o estudo
(grupo queimadura). Para os pacientes com queimadura de 2° grau profundo ou de 3°
grau que ndo apresentam maiores complicagcbes, o desbridamento do tecido

desvitalizado € realizado apoés trés dias da queimadura.

Os fragmentos de pele foram imediatamente imersos em um tubo Falcon de
50mL contendo 30mL de meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (alta taxa de
glicose [4,5 g/L], L-glutamina [584 mg/L] e piruvato de sodio [110 mg/L]) (Gibco,
Grand Island, EUA), suplementado com penicilina/ streptomicina (100Ul/mL, 100uL)
(Gibco, Grand Idand, EUA). O transporte a0 CT-DCP-UNIFESP foi redlizado
imediatamente apds a coleta e acondicionado em geladeira sob temperatura de 4°C,

sendo manipulado em até seis horas subsequentes.
Preparo do meio de cultura de queratinécitos

O meio de cultura de queratindcitos é constituido de uma mistura de 750mL
DMEM com 250mL de meio Ham’s F-12 (Gibco, Grand Island, EUA), totalizando 1L.
Essa solucéo foi suplementada com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) (Hyclone, Logan,
EUA) e 24mg de adenina (6-aminopurine hydrochloride) (Sigma, St. Louis, USA)
diluida em 20mL da solu¢do de DMEM/ Ham’s F-12, resultando em uma concentracéo
de 1,8 x 10 mol/L. Adicionou-se ainda 1mL de toxina colérica (Vibrio cholerae, Type
Inaba 569 B) 10™° mol/L (Gibco, Grand Island, EUA), 2 mL de penicilina
streptomicina (100UI/mL, 100uL), 2mL de de hidrocortisona 0,4ug/mL (Sigma, St.
Louis, USA), 1mL de transferrina/triiodo-L-thionine 2 x 10° mol/L (Sigma, St. Louis,
USA) e 1,3 mL de insulina (porcind) 5 pg/mL (Sigma, St. Louis, USA) obtendo
concentracdo final 5 pg/mL do meio de queratindcito. O pH final foi gustado para 7,2
com solucdo de bicarbonato de sodio 100 mg/mL (Sigma, St. Louis, USA) ou com
acido cloridrico 1M (Sigma, St. Louis, USA), conforme necessidade, esterilizado com
um filtro 0,22 pm e mantido sob refrigeracéo a 4°C. O meio apresenta coloragdo
avermelhada e a mudanga de cor define mudanca de pH.
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| solamento da epider me e cultura de Quer atindcitos

A cultura de queratindcitos humanos primérios foi realizada no LCT-DCP-
UNIFESP, seguindo o protocolo definido por GREEN, KEHINDE, THOMAS (1979) e
GREEN (1991).

A limpeza do tecido foi realizada mergulhando o fragmento de pele em 8 tubos
consecutivos, contendo 30 mL de tampéo fosfato-salino modificado (Dulbecco’s PBS,
sem cloridrato de calcio e magnésio) 275 mOs/Kg (Sigma, St. Louis, USA), agitando
vigorosamente cada tubo por 45 segundos para remover sangue e outras impurezas

existentes.

Para o isolamento da epiderme, foi necessério segmentar a pele em fragmentos
menores, 0,5cm x 0,5cm. Os fragmentos foram acondicionados em um tubo Falcon
contendo 20 mL de dispase 0,6 — 2,4 U/mL (Gibco, Grand Island, EUA) dissolvida em
DMEM (HIRSCH et al., 2006), permanecendo por 15 horas para dissociar a epiderme
da derme.

A cultura de queratindcitos de cada paciente foi realizada sobre uma cultura
prévia de fibroblastos de ratos da linhagem 3T3-J2 (ATCC, Nova lorque, EUA). A
cultura de 3T3-J2 com 1x10° foi preparada um dia antes en meio DMEM com FBS
10% em garrafa de cultura de 75cm? e mantidas em incubadora mida a 37°C e 5% de
gas carbbnico (CO,) até confluéncia 50%. Na manhd do isolamento, 0 meio de
fibroblastos foi retirado da garrafa de cultura e adicionou-se mitomicina 0.5 mg/mL
(Sigma, St. Louis, USA), para cessar a proliferacdo do 3T3-J2, mas mantendo as células
vivas e funcionais, e servir de camada sustentadora para a cultura de queratinécitos,
produzindo fatores de crescimento vitais para a proliferacdo de queratindcitos. Retirou-
se a mitomicina apos duas horas, lavando a garrafa de cultura por duas vezes com PBS.
O meio de cultura de queratindcitos foi adicionado a garrafa de cultura contendo 3T3-
J2.

Apbs 15 horas, os fragmentos que estavam em dispase foram pingcados e lavados
uma Unica vez com PBS e, em seguida, colocados em placa de Petri (100cm?) para a
separacdo mecanica entre a epiderme e derme, em que foram utilizadas duas pingas para
a tragdo em sentidos opostos. A epiderme apresenta uma coloracéo mais acinzentada,

enguanto que a derme apresenta uma coloracdo rosea.
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Para a obtencdo dos queratinécitos, a epiderme foi acondicionada em um tubo
Falcon de 15 mL contendo 5 mL de solucéo de tripsin?d EDTA 0,1%/0,04% (Gibco,
Grand Idland, EUA) que foi incubada a 37°C com 5% de CO, por 10 minutos. Em
seguida, os fragmentos maiores foram retirados e colocados em um segundo tubo
Falcon de 15 mL contendo 5 mL de solucéo de tripsina a 0,25%, sendo incubado

novamente nas mesmas condigoes.

Enquanto o segundo tubo estava sendo incubado, foi adicionado ao primeiro
tubo, contendo células soltas em solucdo PBS e tripsina, 0 meio de queratinécito para
neutralizar a agdo datripsina. Em seguida foi centrifugado a 800 rpm por cinco minutos
para a obtencdo do botdo de queratindcitos. Apls a centrifugacdo, descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se 0 botdo em meio de queratinécito. Em seguida, essa
suspensdo de células foi semeada na garrafa de cultura previamente preparada com 3T 3-
J2 e incubada a 37°C com 5% de CO, por 10 minutos. Apés a incubacdo do segundo
tubo Falcon, este também foi centrifugado a 800 rpm por cinco minutos. O
sobrenadante foi descartado e o botdo de células foi ressuspenso em meio de
gueratinécito sem EGF, adicionando esta solucdo contendo queratindcitos a mesma
garrafa de 3T3-J2.

ApOGs 24 horas, 0s queratindcitos aderiram a garrafa e o meio de cultura foi
trocado para meio de queratindcito com fator de crescimento epidermal (EGF) 1n L/mL
(Sigma, St. Louis, USA) para estimular a proliferacdo e migragdo dos queratinécitos na

garrafa.

Durante o cultivo, as garrafas foram acondicionadas em incubadora Umida a
37°C com 5% de CO,. A troca do meio de cultura foi redlizada a cada 48 horas,
utilizando 10 mL de meio de cultura de queratinécitos com EGF em cada garrafa de
cultura de 75 cm?® Quando a confluéncia atingiu 80%, foi realizada a passagem dos
queratindcitos para novas garrafas. Na terceira passagem, as céulas foram utilizadas

Nnos experimentos.
Suplementacdo com KGF

Nos grupos de estudo que receberam suplementacdo de KGF, foi adicionado
KGF 20ng/mL (Sigma, St. Louis, USA) em 15mL do proprio meio de cultura para

queratinécitos durante a terceira passagem, baseado em estudos anteriores da linha de
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pesquisa do LCT-UNIFESP (SOBRAL et al., 2007). As solucdes foram preparadas
imediatamente antes do uso, o pH foi mantido proximo a 7,4 e 0 meio de cultura de
queratinécitos suplementado com KGF foi mantido por 48 horas para prosseguir com 0s
procedimentos subsequentes, sendo retirado apos esse periodo e a analise comegou a
partir desse momento. Essa suplementacdo foi realizada no meio de queratindcitos sem
a presenca de EGF, que esta presente no protocolo em todas as trocas de meio, exceto
na primeira. Mas, para haver somente a sinalizacdo do KGF por 48 horas, o EGF foi
retirado.

Extracéo, purificagéo e quantificagcdo de RNA total

O RNA total foi extraido dos queratinécitos utilizando o reagente Trizol®
(Invitrogen, Foster City, EUA) e purificado utilizando o kit de membrana de silica
ArrayGrade® Total RNA Isolation (SABioscience Corporation), que filtra e retém o
RNA durante a centrifugacdo, permitindo maior rendimento e pureza. O tampéo
utilizado estabiliza o RNA e previne sua degradacéo, gudando areter o RNA na coluna

de centrifugacéo.

Apos dissociacdo completa dos complexos de nucleoproteinas, a separacdo de
fase foi obtida com cloroférmio (Sigma, St. Louis, USA) e centrifugagéo, a 10.000 rpm
por cinco minutos. O RNA precipitado a partir da fase aquosa da solugdo foi lavado
com etanol a 75%, seco e dissolvido em &gua livre de RNase. O RNA tota foi, em
seguida, purificado com RNeasy MiniKit (Qiagen, Vaencia, EUA) e submetidos a

tratamento com DNASse.

A quantidade e a qualidade do RNA extraido foram avaiadas por
espectrofotometria NanoVue Plus GE (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, EUA)
(Figura 2).
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FIGURA 2. Quantificacdo de RNA total por meio de Nanovue® (Agilent Technologies
Inc., Palo Alto, EUA).

Conversao do RNA em cDNA e gPCR Array

A gPCR Array € realizada em um termociclador com sistema Optico para a
excitacdo da fluorescéncia e deteccdo da emissdo de fotons, que fica acoplado a um
computador com um programa (software) para aguisicdo de dados e andise fina da
reacdo. Utiliza como molde inicial a molécula de RNA e, por transcricdo reversa, geraa
molécula complementar de DNA, a cDNA, a partir de nucleotideos de DNA tri-
fosfatados, primers, sequéncias iniciais para a polimerizacdo de DNA, e DNA
polimerase, promovendo amplificacbes génicas ciclicas, ou sga, copias de cDNA. Os
valores da fluorescéncia sdo gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de
produto amplificado, resultando em um gr&fico sigmoide (BUSTIN et al., 2009;
SANDERS et al., 2014).

O ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge os limiares maximo e
minimo da fase exponencial € denominado quantification cycle (Cq), também
encontrado na literatura como cycle threshold (Cy), take-off point (TOP) ou crossing
point (Cp), e permite a quantificacdo exata e reprodutivel dos ciclos. A expressao
relativa da gPCR Array liga valores relevantes Cq, ou suas médias, através de uma
equacdo matematica que gera a taxa de expressdo relativa e fornece o fold change, ou

mudanca de razdo, entre a amostra e o controle.

Genes endogenos de referéncia sdo utilizados como housekeeping, ou controle
interno, para permitir a identificagdo de variagdes dos resultados obtidos e o fold
change, ou mudanca de razé&o, dos genes diferencialmente expressos, podem apresentar-

se hiporregulados (fold change > 2), hiperregulados (fold change < 2) ou sem diferenca
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significativa (-2 < fold change < 2) (BUSTIN et al., 2009; PAGE & STROMBERG,
2011; SANDERS et al., 2014).

No presente estudo, foi utilizado 1jug de RNA total de cada amostra por placa de
gPCR Array para a sintese de cDNA, o kit RT2 First Srand (SABioscience
Corporation) para as reagdes de transcricdo reversa e completa eliminacdo do DNA
gendmico e o kit RT2 Profilee® PCRarray (SABioscience Corporation)

(http://www.sabi osciences.com/howpcrarrayworks.php), que contém uma placa com 84

genes marcadores da cicatrizacéo (PAHS-121ZC), paraa andise da gPCR Array.

Foi feito um pool, ou uma Unica solugdo, com cDNA dos 4 pacientes de cada
grupo, experimental e controle com e sem tratamento, ou de suas respectivas garrafas de
cultura de queratinécitos GQ-, GQ+, GC-, GC+, e cada pool foi distribuido nas placas
de gPCR Array para a andlise em triplicata, dos 84 genes marcadores da cicatrizaco
(PAHS-1217C) (Quadro 1), utilizando-se no total 12 placas.

Nestas placas, existem pogos para cada um dos 84 genes marcadores da
inflamacdo, além de pocos referentes a genes housekeeping ou controle interno,
totalizando 96 pocos. No Quadro 1, estdo apresentados os 84 genes marcadores da
cicatrizagao, separados em quatro categorias.
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QUADRO 1. Human Wound Healing PCR Array (Qiagen, Vaencia, EUA) com 84 genes
marcadores da cicatrizacdo.

RT? Profiler™ PCR Array Human Wound Healing (Qiagen, Vaencia, EUA)
(n° no catdlogo: PAHS-1217)
1.EXTRACELLULAR MATRIX & CELL ADHESION:
ECM Components:

COL14A1, COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL4AL,
COL4A3, COL5A1, COL5A2, COL5A3, VTN
Remodeling Enzymes:

CTSG, CTSK, CTSL2, F13A1, F3 (Tissue Factor), FGA (Fibrinogen),
MMP1, MMP2, MMP7, MMP9, PLAT (tPA), PLAU (uPA),
PLAUR (UPAR), PLG, SERPINEL (PAI-1), TIMP1
Cdlular Adhesion:

CDHL1 (E-cadherin), ITGAL, ITGA2, ITGA3, ITGA4,
ITGAS, ITGAG6, ITGAV, ITGB1, ITGB3,ITGB5, ITGB6
Cytoskeleton:

ACTA2 (aSMA), ACTC1, RACL, RHOA, TAGLN

2INFLAMMATORY CYTOKINES& CHEMOKINES:
CCL2 (MCP-1), CCL7 (MCP-3), CD40LG (TNFSF5), CXCL1, CXCL11 (ITAC/IP-9),
CXCL2, CXCL5 (ENA-78/LIX), IFNG, IL10, IL1B, IL2, IL4, IL6

3.GROWTH FACTORS:
ANGPT1, CSF2 (GM-CSF), CSF3 (GCSF), CTGF, EGF, FGF10, FGF2, FGF7,
HBEGF (DTR), HGF, IGF1, MIF, PDGFA, TGFA, TGFB1, TNF, VEGFA

4.SIGNAL TRANSDUCTION:

TGFR: TGFB1, TGFBR3, STAT3

WNT: CTNNB1, WISP1, WNT5A

Phosphorylation:
MAPK1 (ERK?2), MAPK3 (ERK1), PTEN
Receptors.
EGFR, IL6ST (GP130)

Other:
PTGS2

A amplificacBo, aquisicio e anadlise dos dados foram redizadas pelo
termociclador em tempo real ou gPCR Array (ABI Prism 7500 Sequence Detection
System, da Applied Biosystems, Foster City, EUA). As condicfes dos ciclos térmicos,
ou amplificagdo, foram os seguintes. 30 segundos a 48°C, 10 minutos a 95°C, 40 ciclos
de 15 segundos, desnaturagdo a 95°C e 60 segundos de anelamento a 60°C. Foram
realizadas reacbes em triplicata para cada grupo para assegurar a significancia
estatistica
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Em cada curva, cada gene foi checado para eficiéncia, limiar maximo e minimo
e curva padrdo. Para garantir comparagdes entre curvas, 0 mesmo limiar foi estabelecido
para todos o0s genes e corridas. Trés genes foram usados como controle interno, actina-
beta (ACTB), gliceradeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e hipoxantina
fosforibosiltransferase 1 (HPRT1), e a média do valor Cq foi usada para padronizar a

expressdo génica (2*“) e determinar a diferenca entre os grupos.

Os resultados podem ser mostrados de diversas apresentacdes. Numa delas, no
Heat Map, ou mapa de calor, apresenta por meio de coloragdo quais 0S genes
diferenciamente expressos, sendo que a cor verde representa os genes hiporregulados, a
cor vermelha representa os genes hiperregulados, a cor préxima ao preto mostra os
genes sem expressdo génica significante e a cor cinza representa 0S genes nao
expressos. Esse mapa de calor traz informacBes gerais, € ndo apenas 0S genes

diferencialmente expressos e estatisticamente significantes.

O Scatter Plot, ou gréfico de dispersdo, apresenta o vaor do fold change, ou
mudanca de raz&o, da expressao génica relativa do grupo analisado em relagdo ao grupo
referencial. A linha central representa a expressdo génica do grupo de referéncia ou
controle, enquanto que os pontos revelam valores do fold change, ou mudanca de razéo,
do grupo em andlise. As outras linhas, acima e abaixo da linha central, delimitam fold
change, ou mudanca de razdo, igual a dois, sendo gque pontos que ultrapassam a linha
superior, que aparecem em verde, representam genes hiperregulados e pontos que
ultrapassam alinhainferior, que aparecem em vermelho, revelam genes hiporregulados.
Os pontos que aparecem dentro das linhas, com fold change, ou mudanca de razéo,
entre 2 e -2, aparecem em coloragdes prOximas a0 preto e representam genes sem

diferenca na expressao génicarelativa.

Andlise Estatistica

Para a obtencdo dos dados estatisticos paramétricos e nao paramétricos, foi
utilizado o programa RT2 Profiler PCR Array DATA Analysis online (SABIiosciences
Corporation), disponivel em:

(http://pcrdataanal ysi s.sabi osciences.com/pcr/arrayana ysis.php).
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4. Métodos

Para a andlise dos resultados do gPCR Array, considerou-se o parametro fold
change ou mudanca de razdo > 2, hiperregulado, ou < -2, hiporregulado, na expressdo
relativa de um grupo de interesse versus um grupo referencial ou controle. Os
parametros dos resultados obtidos no equipamento como comments, ou comentarios,
que podem ser “OK” ou “A”, significam confiabilidade no fold change ou mudanca de
razdo. O comment, ou comentario, “B” indica ciclagem génica muito elevada, maior que
30 vezes, 0 que significa que pode haver grandes variacdes nos resultados obtidos e
baixa expressdo génica relativa. E 0 comment, ou comentario, “C” significa que a

ciclagem né&o foi determinada ou interpretada, podendo gerar um resultado erroneo.

Para a andlise de varidncia (ANOVA), considerou-se o valor-p < 0,05
estatisticamente significante. A ANOVA € uma técnica estatistica que compara
simultaneamente médias de diferentes populactes para verificar se existemn diferencas
amostrais reais ou casuais, ou sgja, diferencas estatisticamente significantes entre essas
médias. Os resultados de regulacdo ou expressdo diferenciada somente sdo mostrados se
tem valor-p < 0,05.
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5. RESULTADOS




5. Resultados

Participaram deste estudo oito pacientes, sendo quatro do grupo controle e

quatro com grande queimadura (Tabela 1).

TABELA 1. Dados com a média de idade e género dos pacientes incluidos no estudo e que

compde o banco de RNA e de fragmentos de queimadura para expressao proteica.

Grupos/Dados n Meédia de Idade Género
Grupo Controle 4 42,5 anos 4F
Grupo Queimadura 4 36 anos 1M 3F

n=ndmero; F=feminino; M=masculino

Foram analisadas a expressdo génica de 4 grupos, sendo eles Grupo Queimados
com KGF (GQ+), Grupo Queimados sem KGF (GQ-), Grupo Controle com KGF
(GC+) e Grupo Controle sem KGF (GC-) e posteriormente foram realizadas
comparagOes entre os grupos (Tabela 2). Para cada grupo, foi feito um pool com o

cDNA de todos os pacientes para garantir variabilidade amostral nas andlises.

TABELA 2. Nimero de genes diferenciamente expressos da expressdo génica relativa dos
grupos queimadura e controle, na presenca ou auséncia de KGF, sendo que em cada comparagdo

0 segundo grupo é sempre o grupo de referéncia.

Genes Genes
Compar acao Hiporregulados Hiperregulados Total
1.)GC+ versus GC- 1 1 2
2.)GQ- versus GC- 5 0 5
3.)GQ+ versus GC- 5 0 5
4.)GQ+ versus GQ- 0 0 0
5.)GQ+ versus GC+ 26 7 33
6.)GQ- versus GC+ 25 11 36

GQ+=grupo queimadura com KGF; GQ-=grupo queimadura sem KGF; GC+=grupo controle com KGF;
GC-=grupo controle sem KGF

Na Tabela 3 abaixo, encontram-se 0s genes diferenciamente expressos e
estati sticamente significantes (fold change ou mudanca de razéo > 2 ou < -2, comments
ou comentarios “OK” ou “A” e valor-p < 0,05) com os respectivos valores do fold
change, ou mudanca de razéo, das comparagdes 2, 3, 5 e 6, ou sgja, que possuem o GQ
como grupo experimental conforme demonstrado na Tabela 2. A comparacéo 4 néo
consta na Tabela 3, uma vez que ndo houveram genes significativamente expressos e a

comparacdo 1 ndo consta por ndo ter como grupo experimental o GQ, objeto do estudo.
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5. Resultados

TABELA 3. Genes diferencial mente expressos e estati sticamente significantes das comparagoes
efetuadas que possuem GQ como grupo experimental [verde=hipo regulados; vermelho=hiper

regulados]; [X=versus].

Comparacao/ 2.) 3) 5.) 6.)
Genes GQ- X GC- GQ+ X GC- GQ+ X GC+ GQ- X GC+
ACTA2 - - -3,3848 -2,8422
COL14A1 - - 2,4468 2,9138
COL1A2 - - -502,7706 -422,1858
COL3A1 -32,0680 -38,1890 -61,5159 -51,6561
COL5A1 - - -9,1196 -7,6579
COL5A2 - - -9,5516 -8,0207
COL5A3 - - - 2,2258
CSF3 -22,1804 -26,4141 - -
CTGF - - -15,9698 -13,4102
CTNNB1 - - 2,2589 -47,0349
CTSK -29,4683 -35,0931 -56,0127 -
CXCL2 - - 2,2493 2,6786
EGFR - - -3,0935 -2,5976
FGF7 - - -11,8338 -9,9371
FGF10 - - - 3,0041
IFNG - - 2,5015 2,9790
IL6 - - -5,5064 -4,6238
IL6ST - - -7,2338 -6,0744
IL10 - - - 2,9054
ITGA3 - - - 2,0584
ITGAS - - -4,2751 -3,5899
ITGAV - - -2,8123 -2,3616
ITGB1 -23,6028 -28,1080 -31,6939 -26,6140
ITGB5 - - -14,6218 -12,2782
MAPK1 - - -2,0078 -2,6220
MIF - - -9,5175 -7,9921
MMP1 - - -5,4201 -4,5514
MMP2 -31,5399 -29,7173 -32,1600 -34,1323
PDGFA - - 2,3331 2,7785
PLAU - - 2,5314 3,0146
PTEN - - 2,6233 2,4987
RAC1 - - -7,5117 -6,3078
RHOA - - -13,1029 -11,0027
SERPINE1 - - -2,3642 -2,7178
TAGLN - - -20,3098 -17,0545
TGFB1 - - -3,7557 -3,1537
TIMP1 - - -3,6779 -3,0884
WISP1 - - -2,0470 -
VEGFA - - - 3,5844
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5. Resultados

Todos 0s genes apresentados na Tabela 3 estdo descritos no Apéndice 3. A
Tabela 3 apresenta 31 genes em comum entre as comparagdes n° 5 e 6, sendo 6
hiperregulados e 25 hiporregulados. Sdo 4 os genes hiporregulados (COL3A1, CTSK,
ITGB1L e MMP2) em comum nas comparacdes n° 2, 3 e 5. O gene CSF3 esta
hiporregulado nas comparagfes n° 1, 2 e 3. E 0 gene COL1A2 esté hiperregulado na
comparagao n° 1, porém intensamente hiporregulado nas comparagdes n° 5 e 6.

As expressdoes génicas relativas de cada uma das comparagdes, conforme

apresentados na Tabela 3, estéo descritos abaixo individual mente.

COMPARACAO 1: GC+ VERSUS GC-

Grupo Controle + KGF (GC+) em andlise versus Grupo Controle (GC-) referéncia.
A Figura 3 representa o Heat Map ou mapa de calor da comparacéo 1.

1. GC+ versus GC-
Visualizagdo do log 2 (Fold Change)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Maznitude do log 2 (Fold Changs)

“11.048 0 11048
FIGURA 3. Heat Map, ou mapa de calor, com a expressao génicarelativaa comparagdo 1 entre
GC+ versus GC-.

A cor verde no mapa representa genes hiporregulados (fold change ou mudanca
de raz& menor gue -2), a cor vermel ha representa genes hiperregulados (fold change ou
mudanca de razéo maior que 2), a cor preta representa genes sem diferenca significante
na expressdo génica (fold change ou mudanca de razéo entre 2 e -2) e a cor cinza
representa genes ndo expressos. Porém, ndo significa que sdo estatisticamente

significantes.
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5. Resultados

A Figura4 representa o Scatter Plot, ou gréfico de dispersdo, da comparagéo 1.

1. GC=+ versus GC-

Group 1 vs. Control Group

LR b

Log10 (Growp 1 2%-Deltatt)

7 *3 ) o LR}
Logl0 ( Control Group 24 -DeltaCt )

FIGURA 4. Scatter Plot, ou gréfico de dispersdo, com a expressdo génica relativa a
comparacdo 1 entre GC+ versus GC-.

Os genes diferencialmente expressos com fold chance ou mudanca de razéo > 2
ou < -2, com comments ou comentarios OK ou A e valor-p < 0,05 estéo apresentados na
Tabela 4.

TABELA 4. Genes diferencialmente expressos e estatisticamente significantes da expresséo
génica relativa da comparagéo 1 entre 0 GC+ versus GC-. [Quando foi analisado diretamente a
acao do KGF, unica diferenca entre os dois grupos analisados].

1. GC+ versus GC-

Gene Fold change (mudanca de razao)
COL1A2 3,3338
CSF3 , -69,0835
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5. Resultados

O resultado da comparagéo 1 (GC+ versus GC-) revela dois genes dos 84
diferenciamente expressos e estatisticamente significantes, representando 2,4% dos

genes, sendo um hiperregulado (50%) e um hiporregul ados (50%).
COMPARACAO 2: GQ- VERSUS GC-
Grupo Queimadura (GQ-) em andlise versus Grupo Controle (GC-) referéncia.
A Figura5 representa o Heat Map ou mapa de calor da comparagao 2.
2. GQ- versus GC-

Visualizagdo do log 2 (Fold Change)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Maznitude do log 2 (Fold Changs)

~2409 o 2409

FIGURA 5. Heat Map, ou mapa de calor, com a expressdo génica relativa a comparagéo 2

entre GQ- versus GC-.

A Figura 6 representa o Scatter Plot, ou gréfico de dispersao, da comparagéo 2.
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5. Resultados

2. GQ- versus GC-

Group 2 vs. Control Group

24 -DeltaCy)

Logl0 (Croup 2

L 113 et 3 0z oy 12
Logl0 (Comtzod Croup 2~ -Dedtalt)

FIGURA 6. Scatter Plot, ou gréfico de dispersdo, com a expressdo génica reativa a

comparagéo 2 entre GQ- versus GC-.

TABELA 5. Genes diferencialmente expressos e estatisticamente significantes da expresséo
génicarelativa da comparacdo 2 entre 0 GQ- versus GC-. [Quando foi analisado diretamente a
gueimadura, unica diferenca entre os dois grupos analisados] .

2. GQ- versus GC-

Gene Fold change (nimer o de copias)
CSF3 -22,1804
ITGB1 -23,6028
CTSK -29,4683
MMP2 -31,5399
COL3A1 -32,0680

O resultado da comparagéo 2 (GQ- versus GC-) revela cinco genes dos 84
diferencialmente expressos e estatisticamente significantes, representando 6% dos

genes, sendo todos (100%) hiporregul ados.
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COMPARACAO 3: GQ+ VERSUS GC-
Grupo Queimadura + KGF (GQ+) em andlise versus Grupo Controle (GC-) referéncia
A Figura7 representa o Heat Map ou mapa de calor da comparacéo 3.
3. GQ+ versus GC-

Visualizagdo do log 2 (Fold Change)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Q@ 1 m U o x »

Maznitude do log 2 (Fold Changs)

-2.661 0.661
FIGURA 7. Heat Map, ou mapa de calor, com a expressdo génica relativa da comparacéo 3

entre GQ+ versus GC-.

A Figura 8 representa o Scatter Plot, ou gréfico de dispersao, da comparagéo 3.
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5. Resultados

3. GQ+ versus GC-

Group 3 vs. Control Group

<DtiaC)

Legl0 (Growp 3 20
o}

o8

i 1 X 03 02
Loglo (Controd Croup 2~ -DehtaCy)

FIGURA 8. <atter Plot, ou gréfico de dispersdo, com a expressdo génica relativa da

comparagédo 3 entre GQ+ versus GC-.

TABELA 6. Genes diferencialmente expressos e estatisticamente significantes da expresséo
génicarelativa da comparacdo 3 entre o GQ+ versus GC-. [Quando foram analisados a agdo do
KGF e aqueimadura, duas diferengas entre os dois grupos analisados].

3. GQ+ versus GC-

Gene Fold change (mudanca de razao)
CSF3 -26,4141
ITGB1 -28,1080
MMP2 -29,7173
CTSK -35,0931
COL3A1 -38,1890

O resultado da comparagdo 3 (GQ+ versus GC-) revela cinco genes dos 84
diferencialmente expressos e estatisticamente significantes, representando 6% dos

genes, sendo todos (100%) hiporregul ados.
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5. Resultados

COMPARAGCAO 4: GQ+ VERSUS GQ-

Grupo Queimadura + KGF (GQ+) em andise versus Grupo Queimadura (GQ-)

referéncia.
A Figura 9 representa o Heat Map ou mapa de calor da comparacéo 4.
4. GQ+ versus GQ-

Visualizagdo do log 2 (Fold Change)
01 02 03 04 05 06 O7 08 08 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G
Magnitude do log 2 (Fold Changs)
e

0,595 0595

FIGURA 9. Heat Map, ou mapa de calor, com a expressdo génica relativa da comparacdo 4

entre GQ+ versus GQ-.

A Figura 10 representa o Scatter Plot, ou grafico de dispersdo, da comparacéo 4.
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5. Resultados

4. GQ+ versus GQ-

Group 1 vs. Control Group

o1

. Logl0 (Growp 1 28 Dellacy)

T T T z
1.7 3 A S o ora ey 224 0o 238 o5

Loglo (Control Croup 2~ -DehtaCy)

FIGURA 10. Scatter Plot, ou grafico de dispersdo, com a expressdo génica relativa da

comparacdo 4 entre GQ+ versus GQ-.

TABELA 7. Genes diferencialmente expressos e estatisticamente significantes da expresséo
génicarelativa da comparacéo 4 entre o GQ+ versus GQ-. [Quando foi anaisado diretamente a

acao do KGF, unica diferenca entre os dois grupos analisados].

4. GQ+ versus GQ-
Gene Fold change (mudanca de razo)

- 0

Para a expressdo génica relativa do GQ+ versus GQ- ndo houve nenhum gene
diferenciamente expresso que fosse estatisticamente significante. Mesmo havendo
valores do fold change ou mudanca de razéo > 2, o parametro comments ou comentarios

estava com “B” ou “C” e o valor de p < 0,05.
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COMPARACAO 5: GQ+ VERSUS GC+
Grupo Queimadura + KGF (GQ+) em andlise versus Grupo Controle + KGF (GC+)
referéncia

A Figura 1l representa o Heat Map ou mapa de calor da comparagdo 5.

5. GQ+ versus GC+

Visualizagdo do log 2 (Fold Change)
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Q M m O 0o = »

Magnitude do log 2 (Fold Changs)

-E874 8974

FIGURA 11. Heat Map, ou mapa de calor, com a expressdo génica relativa da comparagéo 5

entre GQ+ versus GC+.

A Figura 12 representa o Scatter Plot, ou grafico de dispersdo, da comparacéo 5.
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5. Resultados

5. GQ+ versus GC+

o5

%

LR
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47 13 o7 ¢ LR a8

Logl0 (Control Sroup 2*-DeltaCt)

FIGURA 12. Scatter Plot, ou gréfico de dispersdo, com a expressdo génica relativa da

comparacdo 5 entre GQ+ versus GC+.
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TABELA 8. Genes diferencialmente expressos e estatisticamente significantes da expresséo
génicarelativa da comparacdo 5 entre o GQ+ versus GC+. [Quando foram analisados a agéo do
KGF e queimadura, duas diferencas entre os dois grupos analisados].

5. GQ+ versus GC+

Gene Fold change (mudanca de razo)
PTEN 2,6233
PLAU 2,5314
IFNG 2,5015
COL14A1 2,4468
PDGFA 2,3331
CTNNB1 2,2589
CXCL2 2,2493
MAPK1 -2,0078
WISP1 -2,0470
SERPINE1 -2,3642
ITGAV -2,8123
EGFR -3,0935
ACTA2 -3,3848
TIMP1 -3,6779
TGFB1 -3,7557
ITGAS -4,2751
MMP1 -5,4201
IL6 -5,5064
IL6ST -7,2338
RAC1 -7,5117
COL5A1 -9,1196
MIF -9,5175
COL5A2 -9,5516
FGF7 -11,8338
RHOA -13,1029
ITGB5 -14,6218
CTGF -15,9698
TAGLN -20,3098
ITGB1 -31,6939
MMP2 -32,1600
CTSK -56,0127
COL3A1 -61,5159
COL1A2 -502,7706

O resultado da comparacéo 5 (GQ+ versus GC+) revela 33 genes dos 84
diferencialmente expressos e estatisticamente significantes, representando 39% dos

genes, sendo 26 genes (79%) hiporregulados e 7 genes (21%) hiperregulados.
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COMPARACAO 6: GQ- VERSUS GC+
Grupo Queimadura (GQ-) em andlise versus Grupo Controle + KGF (GC+) referéncia.

A Figura 13 representa 0 Heat Map ou mapa de calor da comparagéo 6.

6. GQ- versus GC+

Visualizagdo do log 2 (Fold Change)
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Maznituds do log 2 (Fold Changs)

R p) 8722

&, Ll

FIGURA 13. Heat map, ou mapa de calor, com a expressdo génica relativa da comparacéo 6
entre GQ- versus GC+.

A Figura 14 representa o Scatter Plot, ou grafico de dispersdo, da comparacdo 6.
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5. Resultados

6. GQ- versus GC+

Group 1 vs. Control Group

o

Logl0 (Group 1 2/-Delaly)

& 0 a@oo® oo

Y Y T T
47 42 27 °

T u
2 03 0
Logl0 ( Control Group 24-DeltaCt)

FIGURA 14. Satter Plot, ou gréfico de dispersdo, com a expressdo génica relativa da

comparagéo 6 entre GQ- versus GC+.
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TABELA 9. Genes diferencialmente expressos e estatisticamente significantes da expresséo
génicarelativa da comparacdo 6 entre 0 GC- versus GC+. [Quando foram analisados a agdo do
KGF no grupo de referéncia ou controle, aém da queimadura, duas diferencas entre os dois
grupos analisados].

6. GQ- versus GC+

Gene Fold change (mudanca de razo)
VEGFA 3,5844
PLAU 3,0146
FGF10 3,0041
IFNG 2,9790
COL14A1 2,9138
IL10 2,9054
PDGFA 2,7785
CXCL2 2,6786
PTEN 2,4987
COL5A3 2,2258
ITGA3 2,0584
ITGAV -2,3616
EGFR -2,5976
MAPK1 -2,6220
SERPINE1 -2,7178
ACTA2 -2,8422
TIMP1 -3,0884
TGFB1 -3,1537
ITGAS -3,5899
MMP1 -4,5514
IL6 -4,6238
IL6ST -6,0744
RAC1 -6,3078
COL5A1 -7,6579
MIF -7,9921
COL5A2 -8,0207
FGF7 -9,9371
RHOA -11,0027
ITGB5 -12,2782
CTGF -13,4102
TAGLN -17,0545
ITGB1 -26,6140
MMP2 -34,1323
CTSK -47,0349
COL3A1 -51,6561
COL1A2 -422,1858
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5. Resultados

O resultado da comparagdo 6 (GQ- versus GC+) revela 36 genes dos 84
diferenciamente expressos e estatisticamente significantes, representando 43% dos

genes, sendo 25 genes (70%) hiporregulados e 11 genes (30%) hiperregulados.
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6. Discussao

Sofrer uma queimadura extensa € um dos processos mais devastadores que um
individuo pode sofrer em vida (STAVROU et al., 2015). Méodos para melhorar a
cicatrizacéo de feridas e reparo dos tecidos, intervencOes terapéuticas que atenuem a
resposta inflamatoria aguda e diminuam a expressdo de algumas citocinas apos lesdo
por queimadura, podem oferecer oportunidades de reduzir a taxa de mortalidade e
melhorar a qualidade de vida de pacientes, além de contribuir na reducéo de custos em
cuidados com a salde (HERNDON & TOMPKINS, 2004; GOSAIN & GAMELLI,
2005; BAXTER et al., 2012).

Uma melhor compreensédo do valor terapéutico dos fatores de crescimento (FC)
pode ser essencial para aprimorar aterapia em queimados (WEARING & SHERRATT,
2000). Vérios estudos in vivo demonstraram a importancia do KGF na cicatrizacdo de
feridas (WERNER et al., 1992; STAINO-COICO et al., 1993; PIERCE et al., 1994;
GEMMATI et al., 2009).

No presente estudo, os experimentos com KGF em cultura de queratinécitos de
pacientes com gqueimadura em comparacdo com pacientes higidos é inovador, néo

havendo referéncias similares naliteratura que pudesse servir de parametro.

As comparagOes entre GC e GQ, na presenca e auséncia de KGF, trouxeram
importantes resultados com alteragdes em todas as categorias dos 84 genes relacionados
a cicatrizacdo. Como existiam 4 grupos (GQ-, GQ+, GC-, GC+) poderiamos obter um
total de 12 dternativas de comparacbes. GQ+ com GQ-, GQ+ com GC-, GQ+ com
GC+; GQ- com GQ+, GQ- com GC-, GQ- com GC+; GC+ com GQ+, GC+ com GQ-,
GC+ com GC-; GC- com GQ+, GC- com GQ- e GC- com GC+. Sabe-se que nesse tipo
de comparagdo, sempre 0 primeiro grupo € analisado em relacdo ao segundo, ou sgja, 0
segundo grupo € o de referéncia. Sendo assim, analisa-se a hiporregulacéo ou a

hiperregulacdo da expressao génica de um grupo relativa a esse grupo de referéncia.

Como o objetivo foi analisar a agdo do KGF em queratindcitos de paciente com
queimadura, os pacientes do grupo controle ndo apresentavam nenhuma alteracdo
diagnosticada no momento da coleta, ou sgja, eram higidos. Inclusive, os pacientes do
grupo controle ndo poderiam ser fumantes, mesmo porgue as cirurgias estéticas no HU
ndo sdo realizadas em fumantes. Houve um controle rigoroso para este estudo
comparativo em relacdo aos pacientes com queimadura.
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6. Discussao

Foram readlizadas 6 comparagdes entre os grupos, sendo elas 1.GC+ versus GC-,
2. GQ- versus GC-, 3. GQ+ versus GC-, 4. GQ+ versus GQ-, 5. GQ+ versus GC+ e 6.
GQ- versus GC+.

A primeira comparacdo, grupo controle com KGF em relacdo ao grupo controle
sem KGF, teve como objetivo avaliar unicamente a acéo do KGF ao meio de cultura de
queratindcitos de pacientes higidos, obtendo-se somente um gene hiporregulado (CSF3)

e um gene hiperregulado (COL1A2) pela acdo do KGF.

Na segunda comparagdo, confrontou-se o0 grupo queimadura sem KGF com o
grupo controle sem KGF para definir quais genes estariam diferencialmente expressos

em decorréncia da queimadura, que nesse caso foram 5 genes hiporregul ados.

Na terceira comparacéo, analisou-se 0 grupo queimadura com KGF em relacéo
ao grupo controle sem KGF para verificar a acdo do KGF no grupo queimadura na
expressdo génica relativa, sendo o GC- o grupo referencial, e correlacionar com a
segunda comparacdo. Entretanto, a presenca do KGF no grupo queimadura promoveu a
hiporregulacdo dos mesmos 5 genes que mostra a comparagao 2, na qual em nenhum
grupo foi suplementado com KGF. Esta foi a primeiraindicacéo de que o KGF ndo esta
dterando a expressdo génica em queratinécitos provenientes de pacientes com
queimadura

Quando realizou-se a quarta comparacéo, entre o grupo queimadura com KGF e
0 grupo queimadura sem KGF, era esperado uma maior relevancia no resultado da
expressao génica relativa, pois nessa comparacdo avaliou-se diretamente a acdo do KGF
em queratindcitos de pacientes com queimadura, porém nenhum gene se mostrou
diferenciamente expresso. Novamente, o resultado indica que o KGF ndo apresentou
acdo sobre a expressdo génica em queratindcitos provenientes de pacientes com
gueimadura pelo método utilizado, pois nenhum gene revelou-se diferencialmente

EXresso.

Ja a quinta e sexta comparagdes, o grupo referencial foi mudado para grupo
controle com KGF. Na quinta comparag&o, analisou-se o grupo queimadura com KGF
em relacdo ao grupo controle com KGF, resultando em 33 genes diferenciamente

expressos, sendo 26 hiporregulados e 7 hiperregulados em relacéo ao grupo referencial.
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Na sexta comparagdo, analisou-se o grupo queimadura sem KGF em relagdo ao
grupo controle com KGF para correlacionar com a quinta comparagdo que apresenta o
mesmo grupo referencial. A auséncia de KGF nesta sexta comparagd0 no grupo
analisado ndo evidenciou nenhuma mudanca significativa. Houveram 36 genes
diferencialmente expressos, sendo 25 hiporregulados e 11 hiperregulados, grande parte
de genes similares a quinta comparacdo, mas sem KGF no grupo analisado foi obtido
mai's genes que na comparacdo anterior, sugerindo que a acdo do KGF quando colocado

nos dois grupos altera menos a expressao diferencial relativa entre 0s grupos.

Pode-se dizer, assim, que a presenca ou auséncia de KGF alterou em grande
percentagem 0s mesmos genes na expressao génica relativa das comparagdes 2 e 3 e das
comparacfes 5 e 6. Outras possibilidades de comparacdes ndo foram realizadas, pois
ndo definiam pardmetro adequado de andlise, uma vez que o grupo experimental é o GQ
e o0 grupo referencia € o GC, sendo usado em algumas comparacBes somente para
af astar possiveisincongruéncias.

Das 6 comparacOes realizadas, os genes COL3A1, ITGB1 e MMP-2 apareceram
diferenciamente expresso nas comparacfes 2, 3, 5 e 6, ou sga, has comparagdes em
que o grupo anaisado € o GQ na presenca e auséncia de KGF em relagcdo ao grupo
referencia que € o0 GC na presenca e auséncia de KGF.

Dos dez genes mais hiporregulados da quinta comparacéo, com fold change ou
mudanca de razdo menor que -10, oito deles estdo envolvidos com producéo de matriz
extracelular e células de adesdo e dois pertencem a categoria de citocinas inflamatérias
e quimiocinas. E dos sete genes mais hiperregulados, embora o fold change tenha ficado
préximo ao limiar de 2, a maioria, 5 genes, esta relacionada com sinalizacdo celular
pelas categorias de transducdo de sinal, fatores de crescimento, citocinas inflamatérias e
guimiocinas. Apenas 2 estdo envolvidos com a producdo de colageno e células de
adesdo.

Correlacionando as comparagdes 5 (GQ+ versus GC+) e 6 (GQ- versus GC+), a
diferenca € a presenca de KGF no grupo queimadura, tendo GC+ como grupo
referencial para ambos. O perfil da expressdo génica de ambos é similar. Entretanto, o
gene CTNNB1, que codifica a proteina catenina beta-1, esta intensamente hiporregulado

na comparagaéo 6, fold change de -47, enquanto na comparagéo 5 esta hiperregulado,
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fold change de 2. Este gene estd4 envolvido com a sintese de proteinas de adeséo
intercelular e com transducdo de sinal para as células pararem de se dividir apds

completa reepitelizacdo cutanea (http://www.nchbi.nlm.nih.gov/gene/1499).

O CTNNBL tem sido relatado como regulador na diferenciacdo de células tronco
de queratindcitos e da morfogénese do foliculo piloso, muito importante na manutencao
da arquitetura normal da pele e da reepitelizagdo. A hiperexpressdo de CTNNB1 na
camada basal da epiderme conduz a uma via de sinalizacdo para diferenciacdo anormal

de queratinécitos, que pode ser notada em peles psoriéticas (GABER et al., 2015).

O gene COL1A2 apresenta-se extremamente hiporregulado nas comparacoes 5
(fold change -502) e 6 (fold change -422). Esse gene codifica a cadeia pro-alfa2 de
colageno tipo |, a forma mais abundante do organismo, no tecido conjuntivo, na derme,
Nos 0Ss0S, Nos tenddes e na cornea. Para a formacdo do pré-colageno, sdo necessarias
duas cadeias afa-1 e uma cadeia afa-2 (http://ghr.nim.nih.gov/gene/COL1A2, acesso
em 29/06/2015).

O processo de cicatrizacdo consiste em 3 fases: inflamatoria (3 horas a 1 dia),
proliferativa (1 a 7 dias) e maturacdo (7 a 14 dias), didaticamente dividindo-se o
processo. KUBO et al. (2014) verificaram a expressdo de 13 genes em murinos com
queimadura, entre eles o gene para colégeno tipo 1, na tentativa de sugerir a estimativa
do tempo decorrido pos-trauma. Os autores verificaram um aumento na expressao de
colageno tipo 1 na fase proliferativa ou de maturacdo, concluindo que ndo foi possivel
estimar o tempo decorrido da gueimadura pela avaliacéo da expressdo génica (KUBO et
al., 2014).

De acordo com o estudo de YANG et al. (2001), a hiperexpressao do colégeno
tipo | em queimadura de camundongos transgénicos para TGF-betal esta relacionado
com o efeito paracrino do TGF-betal hiperexpresso. Ou sgja, a presenca aumentada de
TGF-betal influencia a hiperregulagdo do gene COL1A2, sendo proporcional a sua
concentracdo. Seguindo o mesmo raciocinio, ZHANG et al. (2011), relataram que a
deplecdo de um fator de transcricdo conhecido por SIP1 em cicatrizes patol 6gicas pode
resultar em uma hiperregulagdo COL1A?2 induzida por TGF-betal e em uma deplecdo

anormal de MMP-1 na fibrose e a formagdo de cicatriz patologica, ou sgja, mais um
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estudo apresentando a influéncia de TGF-betal sobre COL1A2 e a sintese de coldgeno
l.

Outro efeito parécrino sobre a expressdo de COL1A2 foi demonstrado por
ALFARO et al. (2013) que injetaram fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF)
em modelo de ferida com células-tronco mesenquimais e enxertaram em camundongos
para analisar seu efeito na fibrose. Utilizaram qPCR Array para verificar os niveis de
COL1A2. Os autores demonstraram que a exposicdo a CTGF em estagios iniciais da
cicatrizacéo de feridas (0 a 15 dias) diminuem a deposicéo de colédgeno e a exposicao

prolongada (28 dias) ao CTGF aumenta os niveis de col agenos transcritos.

O gene COL3AL1 codifica informagdes para sintese da cadeia pré-afa 1 do
colageno tipo |1, e trés copias dessa cadeia formam o pré-colageno 111. O colégeno tipo
[l esta presente na pele, nas paredes dos vasos sanguineos, nos pulmaoes, entre outros
(http://ghr.nim.nih.gov/gene/COL3A1, acesso em 29/06/2015). No presente estudo, 0

gene COL3A1 esta hiporregulado nas comparagfes 2 (CQ- versus GC-), 3 (CQ+ versus
GC-), 5 (CQ+ versus GC+) e 6 (CQ- versus GC+), sendo que a presenca de KGF
intensificou essa hiporregulacéo cerca de 20% os valores de fold change. Na literatura,
ndo foi encontrado estudo relacionando COL3A1 com queimadura ou KGF, apenas
referéncia sobre a sindrome hereditéria de Ehlers-Danlos que causa desordens no tecido
conjuntivo por defeito no gene COL3A1 e sintese de colageno (ALLAPARTHI et al.,
2013).

O gene CTSK apresenta-se hiporregulado nas comparacfes 2 (GQ- versus GC-,
fold change -29), 3 (GQ+ versus GC-, fold change -35) e 5 (GQ+ versus GC+, fold
change -56), é conhecido como Cathepsin K, e é responsavel pela sintese de catepsina,
uma potente enzima, protease de cisteina, de degradacdo da matriz extracelular com
acao colagenolitica, especialmente sobre o colageno |, elastolitica e processamento de
antigenos, com degradacdo de células B. A catepsina exerce atividade sob baixas
condi¢gbes de pH (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1513, acesso em 29/06/2015;
HIRAI et al.,, 2013). Nao foram encontrados estudos relacionando CTSK com

gueimadura ou KGF.

O gene ITGBL1 esta hiporregulado nas comparagdes 2 (GQ- versus GC-, fold
change -23), 3 (GQ+ versus GC-, fold change -28), 5 (GQ+ versus GC+, fold change -
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31) e 6 (GQ- versus GC+, fold change -26). O ITGB1 é responsavel pela adesdo
intercelular por sintetizar integrina beta-1, também conhecida como CD29. As
integrinas sdo proteinas de adesdo presentes na membrana celular que funcionam como
pontes intercelulares e participam da interacdo com a MEC. Possuem um papel
importante no processo de cicatrizagdo, regulando apoptose e remodelagéo tecidual,
assim como na resposta imunolégica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3688, acesso
em 29/06/2015).

As integrinas trabalham em conjunto com outras proteinas, como a caderina que
€ uma glicoproteina de adesdo celular, as selectinas e os sindecans que sdo
intermediadores na interacdo célula-célula e célulaMEC. Os ligantes das integrinas sdo
fibronecting, vitronectina, coldgeno e laminina. Quando ativadas, promovem uma
resposta de regulacdo do ciclo celular, com ateracdo de formato ou motilidade celular
ou, ainda, promovem a adi¢cdo de novos receptores de membrana as células, permitindo,
por exemplo, a sinalizacdo as plaquetas para iniciar uma interacdo com fatores de
coagulacéo (ALAN et al., 2007).

Estudo de STRICKLER et al. (2015) relaciona ITGB1 com imunidade e
cicatrizagdo. Os autores mencionaram gue a deficiéncia de adesdo leucocitaria (LAD) é
hereditaria, causada por mutacdo génica, e é caracterizada por deficiéncia imunolgica,
neutrofilia periférica, infeccbes bacterianas e flngicas recorrentes, cicatrizagdo
deficiente e taxa de mortalidade elevada em criancas. E sabido que existe uma

deficiénciaimunol 6gica no paciente queimado (CORNICK et al., 2014).

O gene MMP-2 apresenta-se hiporregulado nas comparagdes 2 (GQ- versus GC-
com fold change de -31), 3 (GQ+ versus GC-, fold change -29), 5 (GQ+ versus GC+,
fold change -32) e 6 (GQ- versus GC+, fold change -34). O gene MMP-2 contém
informacdo génica para a sintese da enzima metal oproteinase tipo 2 (MMP-2), enzima
da matriz extracelular que degrada colégeno tipo 1V, o principal componente estrutural
da camada basal dos epitélios, dém de estar presente na angioneogénese, reparo
tecidual, inflamagéo e remodelagdo dssea. Mutagbes no MM P2 causam nddulos firmes
subcuténeos e anormalidades na pele (http://ghr.nim.nih.gov/gene/MMP2, acesso em
29/06/2015).
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KUBO et al. (2014) revelaram a hiperexpressdo de MMP-2 do 3° dia até o 14°
dia apos queimadura em murinos. ZHAO et al. (2014) sugerem que a angiogénese
envolve a secrecdo e ativacdo de MMP-2 por células endoteliais e que a expresséo de
MMP-2 esta aumentada no 1° e 3° dias, caindo a partir do 7° apds queimadura em ratos.
Nos grupos GQ com e sem KGF do presente estudo, houve hiporregulacéo, diferente do
encontrado por KUBO et al. (2014) e ZHAO et al. (2014), portanto mostra a

necessi dade de estudo especifico desse gene em projetos futuros.

O gene CSF3 codifica uma citocina chamada fator estimulante de colbnias
granulocitarias (Colony Stimulating Factor 3, Granulocyte), que quando ativada é
encontrada no meio extracelular, controla a producéo, diferenciagdo e funcéo dos
granulécitos, que sdo células de defesa do organismo, além de possuir capacidade
clonogénica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1440, acesso em 29/06/2015; DUGAN
et al., 2007).

No presente estudo, 0 CSF3 mostra-se hiporregulado nas comparagoes 1 (GC+
versus GC-, fold change -69), 2 (GQ- versus GC-, fold change -22), 3 (GQ+ versus GC,
fold change -26), visto que o grupo referencial nessas comparactes € o GC-. Nota-se
gue a presenca da queimadura nas comparagdes 2 e 3 promove menor hiporregulacéo
génica relativa quando comparada a expressao génica de queratindcitos de pacientes
higidos na comparacéo 1.

DUGAN et al. (2007) analisaram o impacto do estresse crénico psicogénico
antes da queimadura em camundongos expostos ao predador, uma hora por dia durante
trés dias consecutivos, antes de efetuar uma lesdo por queimadura com 15% de SCQ.
Descobriram que esse estresse prévio foi positivo ao induzir o aumento de CSF3 e
atenuar o aumento de mondcitos e neutréfilos imaturos e de MCP-1 induzido pela

gqueimadura.

O gene FGF7 codifica uma proteina conhecida como FGF7 ou KGF, que € um
membro da familia do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e objeto do presente
estudo. A familia FGF possui atividades relacionadas a sobrevivéncia e mitose e estdo
envolvidos em varios processos biol 6gicos, incluindo o desenvolvimento embrionario, o
crescimento celular, a morfogénese, reparo tecidual, entre outros. O FGF7 € mitogénico
para queratinocitos, mas ndo para fibroblastos e células endoteliais. Estudos com
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camundongos implicam func¢es na morfogénese do epitélio, reepitelizacdo de feridas,
desenvolvimento de foliculos pilosos e organogénese pulmonar precoce
(http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/2252, acesso em 29/06/2015).

No presente estudo, a hiporregulacéo relativa do KGF esta presente nas
comparagoes 5 (GQ+ versus GC+, fold change -12) e 6 (GQ- versus GC+, fold change -
10), cujo grupo de referéncia € a presenca de KGF no grupo controle.

KOPP et al. (2004) avaliaram a acdo do KGF em queimadura de segundo grau
em porcos analisando trés diferentes grupos, sendo um grupo controle, um grupo com
enxerto de cultura de queratindcitos HaCat e um altimo grupo com enxerto de culturade
queratindcitos HaCat contendo K GF, este Ultimo atuando como um sistema de liberagdo
de KGF. O resultado mostra que no grupo controle, um epitélio fino foi formado apds
10 dias. No segundo grupo sem KGF houve completa epitelizacdo apds 7 dias e no
grupo tratado com KGF a epitelizagdo aconteceu em 5 dias, comprovando a agdo do
KGF no processo de epitelizacéo.

STAIANO-COICO et al. (1993) identificaram a melhora na cicatrizacdo de
feridas em orelha de coelhos com KGF exdgeno. PIERCE et al. (1994) constataram que
KGF exégeno acelerou a cicatrizagdo de feridas em orelha de porcos. MARTI et al.
(2004) mostrou que a injegdo de KGF acelerou o fechamento de ferida e reduziu a
inflamac&o em ratos diabéticos.

E evidente na literatura que o KGF possui acdo sobre a cicatrizacdo da pele.
Sabe-se que 0 KGF é produzido por fibroblastos, age em receptores de queratindcitos e
gue a comunicagdo celular, especialmente por IL-1 e TGF-beta, estimula a liberagéo de
KGF e proliferacdo de queratindcitos, interagindo de forma ciclica e dinamica
GREAVES et al. (2013) mostraram que o TGF-beta € produzido por fibroblastos e
gueratinécitos e esta intimamente relacionado com a producdo de KGF pelos
fibroblastos.

Como perspectivas, identificou-se a necessidade de serem realizados novos
pesgquisas experimentais in vitro, para a definicdo de uma nova concentracdo da
suplementacéo do KGF ao meio de cultura, novas pesquisas relacionados ao tempo de

exposicao do KGF no meio de cultura para analisar a agéo aguda e cronica de KGF na
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cultura de queratinécitos, adém de maior nimero de pacientes com queimadura

envolvidos.

Tais fatores também podem ser citados como as dificuldades encontradas no
presente estudo, pois tanto a concentracdo do KGF quanto o tempo de exposicéo ao
KGF ja foram mencionados na literatura e possuem uma relagdo direta com os
resultados na cicatrizacéo de feridas.

Os dados encontrados no presente projeto sdo importantes, originais e
determinam um painel inicial na literatura da acdo do KGF sobre queratindcitos de
pacientes com grave queimadura, devendo gerar discussdo pela fata de referéncias na
literatura determinar o crescimento do estudo na &rea.

A utilizacdo clinicado KGF em pacientes com queimadura, seja aplicacdo topica
ou sistémica, para a avaliacdo in vivo do processo de cicatrizacdo e, em especial, da
imunidade é algo a ser discutido a longo prazo. Sabe-se que o KGF € uma substancia
que determina proliferacdo celular, porém enquanto ndo existirem dados suficientes na
pesqguisa basica, ndo € possivel definir sua utilizagéo clinica. Mesmo porgque ndo se pode

descartar a hipétese do KGF poder promover alteracdes génicas ou mutagoes.

Novos métodos e novas tecnologias precisam ser desenvolvidos para atenuar a
resposta inflamatéria do paciente com queimadura e melhorar o processo de
regeneracdo da pele perdida nesse trauma, buscando diminuir o risco de morte, ataxa de
infeccdo pelafalta da barreira cutdnea aém de outras morbidades, bem como diminuir o

custo com o tratamento e melhorar a qualidade de vida e a reabilitacéo do paciente.
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A suplementacdo de KGF a cultura de queratinécitos de pacientes
com gqueimadura ndo determinou expressdo génica diferencial de nenhum

dos genes marcadores da cicatrizago.
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ABSTRACT

Introduction: Severe burn injury is a complex trauma that needs intensive care in the
acute setting. Therapeutic interventions that aim to attenuate the acute inflammatory
response and to accelerate the healing may contribute to reducing morbidity, mortality
and treatment costs. Severa studies have demonstrated the importance of keratinocyte
growth factor (KGF) in wound healing. Objective: Evaluate the effect of KGF in the
expression of 84 wound healing genes in human primary keratinocytes cultured from
patients with burn. Methods: After obtaining viable fragments of skin from four
healthy (control group) and four burn patients, human primary keratinocytes was
cultured and divided into 4 groups. GQ+ (n = 4 — Kkeratinocytes of severe burn
patients treated with KGF), GQ- (n = 4 — untreated keratinocytes of severe burn
patients), GC+ (n = 4 — keratinocytes of control group treated with KGF) and GC- (n =
4 — untreated keratinocytes of control group). The gene expression's anaysis was
performed with gPCR Array, making six comparisons. 1) GC+ versus GC -; 2) GQ-
versus GC-; 3) GQ+ versus GC-; 4) GQ+ versus GQ-, 5) GQ+ versus GC+ and 6) GQ-
versus GC+. Results: Comparison 1 showed one down and one up-regulated genes.
Comparisons 2 and 3 showed the same five down-regulated genes. Comparison 4 did
not show statistically significant gene expression. Comparison 5 showed 26 down-
regulated and 7 up-regulated genes. And comparison 6 showed 25 down-regul ated and
11 up-regulated genes. Conclusion: Supplementation of KGF to the culture of
keratinocytes from patients with burn injury not determined the differential gene

expression of genes markers of wound healing.

Keywords: 1. Burns; 2. Gene expression; 3. Wound healing; 4. Keratinocyte growth
factor (KGF); 5. Keratinocytes.
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APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupos Queimados
Este € um convite a participacéo em estudo de pesquisaclinica
1 — Titulo do projeto: “KGF NA EXPRESSAO GENICA DA CICATRIZACAO
EM QUERATINOCITOS DE PACIENTES QUEIMADOS”.
2 — Desenho do estudo e objetivo(s): “Essas informagdes estao sendo fornecidas para
sua participacdo voluntaria neste estudo, que tem como objetivo avaliar o que acontece
apos o acidente da queimadura, avaliando a expressdo de 84 genes marcadores da
cicatrizacéo através de qPCR Array em cultura de queratindcitos humanos priméarios
oriundos de pacientes com queimadura. Essa avaliacdo sera redlizada nas células da
sua pele normal, sem queimadura, que fica ao redor da lesdo da queimadura e que
durante o procedimento operatorio de limpeza do tecido morto (necrosado) da
queimadura sai junto da mesma, e que sera enviada ao laboratorio para cultura.
3 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados:. durante o procedimento
operatdrio a que o paciente vitima de queimadura € normamente submetido quando
apresenta lesdo de Il grau profundo ou de Il grau, para a retirada do tecido morto
(necrosado), que acontece normalmente ao redor do terceiro ou quarto dia apds a
gueimadura, e a pele normal ao redor da area da retirada do tecido morto sera coletada
para 0 envio ao laboratério para o isolamento das células e a avaiagdo. Ndo sera
realizada nenhuma conduta diferente da que € feita na cirurgia dos pacientes que ndo
estdo no estudo, pois a pele normal ao redor da &rea necrosada € retirada pelo fato da
area queimada ndo ser regular e o procedimento ser realizado com a faca de Blair,
instrumento desenvolvido para a retirada desse tecido morto, mas que tem uma
dimensdo que sempre retira pele normal ao redor da necrose, portanto, 0 paciente ndo
serd submetido a nenhuma mudanca na rotina do protocolo da Unidade de Tratamento
de Queimaduras.
4 — Relagdo dos procedimentos rotineiros e como serdo realizados: amostras de pele
normal ao redor da area necrosada retirada ou do descarte proveniente da cirurgia
estética serdo coletadas e enviadas ao laboratorio de culturade células.
5 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos do estudo:
nenhum desconforto fora do habitual aos pacientes que sdo submetidos a cirurgia na
unidade serd acrescentado ao paciente; a cirurgia sempre é realizada sob anestesia
geral e com analgesia rotineira com opidide forte (morfina, fentanil) apds a cirurgia.
6 — Beneficios para o participante: Ndo ha beneficio direto ao paciente no presente
estudo. Porém, a queimadura é um trauma complexo de dificil tratamento com grande
nimero de infeccbes e dta taxa de dbito. Assm, com a obtencdo de novos
conhecimentos sobre marcadores inflamatérios que estdo envolvidos na evolucdo da
gueimadura, o estudo estara colaborando com todos os pacientes queimados no futuro
com as possiveis mudangas em protocol 0s se 0s dados mostrarem essa necessidade.
7 — Relacéo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o
paciente pode optar: ndo existem, pois os procedimentos relacionados no estudo sdo
realizados de rotina, sem nenhuma mudanca, somente que, a
pele normal que sai junto do tecido necrético ou morto e que seria desprezada, e no
estudo sera col etada e enviada ao | aboratorio.
8 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, VOCE tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador € o Prof. Alfredo Gragnani Filho, que pode ser encontrado no endereco
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Rua Napoleio de Barros, 715 — 4° andar — Telefone(s): 5576.4118. E-mail:
afredogf @ig.com.br Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu,
572 — 1° andar — ¢j 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifesp@unifesp.br

9 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar
de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
I nstitui ¢&o;

10 — Direito de confidencialidade — As informagOes obtidas seréo analisadas em
conjunto com as de outros voluntarios, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum
paciente;

11 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesguisas,
guando em estudos abertos, ou de resultados que sgjam do conhecimento dos
pesqui sadores;

12 — Despesas e compensacles. ndo ha despesas pessoais para 0 participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo
financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd
absorvida pelo orcamento da pesquisa.

13 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causa comprovado), o participante tem direito a
tratamento médico na Institui¢do, bem como as indenizages |egal mente estabel ecidas.
14 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o0 material coletado somente
para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “KGF NA EXPRESSAO GENICA DA
CICATRIZACAO EM QUERATINOCITOSDE PACIENTES QUEIMADOS”.
Eu discuti com o Prof. Alfredo Gragnani Filho, sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais s80 0s propositos do estudo, os
procedimentos a serem redizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacéo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessé&rio. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderel
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou
no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data [
Assinatura da testemunha Data [

Para casos de voluntérios menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro gque obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Prof. Alfredo Gragnani Filho J Data
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APENDICE 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle
Este € um convite a participacéo em estudo de pesquisaclinica
1 — Titulo do projeto: “KGF NA EXPRESSAO GENICA DA CICATRIZACAO EM
QUERATINOCITOSDE PACIENTES QUEIMADOS”.
2 — Desenho do estudo e objetivo(s): “Essas informacdes estdo sendo fornecidas para
sua participacdo voluntéria neste estudo, que tem como objetivo avaliar o que acontece
apos o acidente da queimadura, avaliando a expressdo de 84 genes marcadores da
cicatrizacéo através de qPCR Array em cultura de queratindcitos humanos primarios
oriundos de pacientes com queimadura. Essa avaliacdo sera realizada nas células da sua
pele normal. A amostra a ser utilizada é a que seria descartada durante realizacgo do
procedimento operatério estético - abdominoplastia ou mamoplastia a0 qual sera
submetido.
3 — Descricdo dos procedimentos que serdo redlizados: durante o procedimento
operatério estético ao qual sera submetido, pele norma € descartada. Essa pele que
normalmente seria desprezada no lixo hospitalar sera utilizada nos experimentos do
projeto em questdo. N&o serd realizada nenhuma conduta diferente da que é feita na
cirurgia dos pacientes que ndo estdo no estudo, pois a pele normal excedente é retirada
pela necessidade do procedimento operatério estético, portanto, o paciente ndo sera
submetido a nenhuma mudanca na rotina do protocolo da Disciplina de Cirurgia
Plasticada UNIFESP/EPM.
4 — Relacdo dos procedimentos rotineiros e como serdo realizados. amostras de pele
normal proveniente do descarte da cirurgia estética serdo coletadas e enviadas ao
laboratério de cultura de células.
5 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos do estudo:
nenhum desconforto fora do habitual aos pacientes que sdo submetidos a cirurgia na
unidade sera acrescentado ao paciente; a cirurgia sempre é realizada sob anestesia geral
e com anal gesia rotineira com anal gésicos apds a cirurgia.
6 — Beneficios para o participante: N& hé beneficio direto ao paciente no presente
estudo. Porém, a queimadura € um trauma complexo de dificil tratamento com grande
nimero de infeccbes e dta taxa de 6bito. Assm, com a obtencdo de novos
conhecimentos sobre mediadores inflamatorios que estdo envolvidos na evolugdo da
queimadura, o estudo estara colaborando com todos os pacientes queimados no futuro
com as possiveis mudancas em protocol os se os dados mostrarem essa necessi dade.
7 — Relacéo de procedimentos alternativos que possam ser vantgjosos, pelos quais o
paciente pode optar: ndo existem, pois os procedimentos relacionados no estudo séo
realizados de rotina, sem nenhuma mudancga no protocolo, somente reaproveitando a
pele que seria descartada e que no estudo ser& col etada e enviada ao laboratorio.
8 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador € o Prof. Alfredo Gragnani Filho, que pode ser encontrado no endereco
Rua Napoledo de Barros, 715 — 4° andar —
Telefone(s): 5576.4118. E-mail: alfredogf @ig.com.brSe vocé tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesguisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14, 5571-1062, FAX:
5539-7162 — E-mail: cepunifesp@unifesp.br
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9 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar
de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
I nstitui ¢&o;

10 — Direito de confidencialidade — As informagOes obtidas seréo analisadas em
conjunto com as de outros voluntarios, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum
paciente;

11 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesguisas,
guando em estudos abertos, ou de resultados que sgjam do conhecimento dos
pesqui sadores;

12 — Despesas e compensacles. ndo ha despesas pessoais para 0 participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo
financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serad
absorvida pelo orcamento da pesquisa.

13 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causa comprovado), o participante tem direito a
tratamento médico na Institui¢do, bem como as indenizagdes |egal mente estabel ecidas.
14 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e 0 materia coletado somente
para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “KGF NA EXPRESSAO GENICA DA
CICATRIZACAO EM FIBROBLASTOS DERMI QUERATINOCITOS DE
PACIENTESQUEIMADOS”.

Eu discuti com o Prof. Alfredo Gragnani Filho, sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais s80 0s propositos do estudo, os
procedimentos a serem redizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
guando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderel
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou
no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [
Assinatura da testemunha Data [

Para casos de voluntarios menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Prof. Alfredo Gragnani Filho ;o Daa
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APENDICE 3

Descricao dos genes diferencialmente expressos e estatisticamente significantes
presentes nas cinco compar acoes efetuadas entre GQ e GC.

Genes Informagdes

Descricdo: Actin, apha 2, smooth muscle, aorta/ Actina

Local: cromossomo 10

Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo

Funcao: Codifica proteina da familia da actina. E importante paraa
motilidade (isoformas beta e gama), contractilidade (isoforma alfa),
estrutura e integridade celular.

Sinénimos. AAT6; ACTSA; MYMY5

Fonte: www.nchi.nlm.nih.gov/gene/59

ACTA2

Descricao: collagen, type X1V, aphal/ Coladgeno 14 afa-1
Local: Cromossomo 8
Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo

COL14A1 Funcgo: Codifica proteina da cadeia afado colédgeno XIV e esta
envolvido coma regulacéo da fibrilogénese.
Sinénimos. UND
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7373

Descricdo: Collagen, typel, alpha 2/ Colédgeno 1 dfa-2

Local: Cromossomo 7

Categoria: Matriz extracelular e células de adeséo

Funcao: Codifica proteina pro-alfa 2 do colageno tipo I, cujatripla
COL1A2 hélice é composta com duas cadeias alfa-1 e uma cadeia afa-2. O

colageno tipo | € o principal coldgeno do tecido conjuntivo e é

abundante na derme, 0ssos e tendao.

Sinénimos: Ol4

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1278

Descricdo: Collagen, type lll, dphal/ Coldgeno 3 dfa-1

Local: Cromossomo 2

Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo

Funcdo: Codificaacadeiapro-afal do coldgeno tipo |11, um colageno
fibrilar muito encontrado no tecido conjuntivo, pele, sistema vascular,
pulmé&o e intestino.

Sinbnimos. EDS4A

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1281

COL3A1
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COL5A1

Descricdo: Collagen, type V, adphal/ Colédgeno 5 afa-1

Local: Cromossomo 9

Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo

Funcdo: Codifica cadeia afado colageno tipo V, um dos tipos de
colageno fibrilares menos abundantes no organismo. Mol éculas de
colagenos fibrilares sdo trimeros que podem ser compostos por um ou
mais tipos de cadeia afa. O colageno tipo V esta presente em tecidos
onde se encontra col&geno tipo | e parece regular o conjunto de
heterofibras que compde os colagenostipo | e V.

Sinénimos: EDSC

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1289

COL5A2

Descricdo: Collagen, type V, dpha 2/ Colageno 5 afa-2

Local: Cromossomo 2

Categoria: Matriz extracelular e células de adeséo

Funcdo: Codifica a cadeia pro-alfa2 do colégeno tipo V. Uma cadeia
pré-afa2 combinase com duas cadeias pro-afa 1 para formar o
procolégeno V. Ligacdes cruzadas entre as fibrilas de pro-colageno V
resultam em colégeno Tipo V, que sdo muito fortes e maduros. O
colageno tipo V também participa na formacdo de outros tipos de
col&geno do tecido conjuntivo.

Sinénimos: AB colagen

Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/COL5A2

COL5A3

Descricdo: Collagen, type V, adpha 3/ colageno 5 afa-3

Local: Cromossomo 19

Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo

Funcdo: Codifica a cadeia alfa de um dos colégenos fibrilares menos
abundantes no organismo. Colagenos fibrilares sdo trimeros, podendo
Ser compostos por um ou mais tipos de cadeias alfa. O colageno tipo V
€ encontrado em tecidos que contém colégeno tipo | e parece regular o
conjunto de heterofibras dos colagenos tipo | e V. Este gene esta
intimamente relacionado com o colageno tipo XI e € possivel que as
cadeias de colagenos tipos V e XI constituam um Unico tipo de
colageno com combinagdes de cadeias especificas para cada tecido.
Sinénimos: ndo ha

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/50509

CSF3

Descrigdo: Colony stimulating factor 3 / Fator estimulador de colonia
tipo 3

Local: Cromossomo 17

Categoria: Fatores de crescimento

Funcdo: Codifica uma proteina que controla a producdo, diferenciacéo
e funcdo dos granuldcitos. A proteina ativa é encontrada no meio
extracelular.

Sinénimos. GCSF (Fator Estimulador de Colénias Granulocitarias);
CSF30sS; C170rf33

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1440
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CTGF

Descricdo: Connective tissue growth fator / Fator de crescimento de
tecido conjuntivo

Local: Cromossomo 6

Categoria: Fatores de crescimento

Funcdo: Codifica proteina mitogénica secretada por células do
endotélio vasculas. Tem importante funcdo na proliferacéo e
diferenciacdo de condrdcitos, adesdo de varios tipos de células e esta
relacionado com o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF).
Sindnimos. CCN2; NOV2; HCS24; IGFBP8

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1490

CTNNB1

Descricdo: Catenin (cadherin-associated protein), beta 1 / Catenina beta
1

Local: Cromossomo 3

Categoria: Transducéo de sinal

Funcdo: Codifica proteina chamada beta-catenina, presente em varios
tipos celulares e tecidos. Esta envolvida com adesdo e comunicagdo
celular. Participa da via de sinalizacdo WNT, sendo que algumas
proteinas ligam-se a beta-cateninas para conseguir entrar no nucleo das
células. Uma vez no ndcleo, a beta-catenina interage com outras
proteinas que controlam a expressao génica. A viade sinalizagdo WNT
esta envolvida com a proliferacdo e diferenciacéo celular, aém de
participar da manutencdo e renovagdo das células-tronco, estas que sdo
células importantes no reparo ao dano tecidual e podem dar origem a
outros tipos celulares. As beta-cateninas também estdo envolvidas com
aformacédo do foliculo capilar.

Sinénimos; CTNNB (beta-catenina); MRD19; armadillo

Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ CTNNB1 e
http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ CTNNB1

CTSK

Descricdo: cathepsin K / catepsinaK

Local: Cromossomo 1

Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo

Funcdo: Codifica uma proteinase de cisteina lisossdmica, presente em
vérios tecidos. Esta envolvida na remodelacéio e reabsorcio 6ssea. E
membro da familia de proteinas Cl-peptidase predominantemente
expressa em osteoclastos. No entanto, a proteina também € expressa em
cancer da mama, podendo contribuir com a capacidade de invasdo
tumoral.

Sinébnimos:. CTSO; PKND; PYCD; CTS02; CTSO1; CTSO2

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1513
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Descricdo: chemokine (C-X-C motif) ligand 2/ Quimiocina-2

Local: Cromossomo 4

Categoria: Citocinas inflamatorias e quimiocinas

Funcdo: Este gene antimicrobiano é membro de uma superfamiliade
guimiocinas gue codificam proteinas envolvidas com 0s processos
imunomodul adores e inflamatérios. Existem quatro subgrupos nesta

CXCL2 familiabaseados nalocalizacéo do residuo de cisteina N-terminal e
maturagdo desse peptideo. Essa familia de quimmiocinas € expresso em
locais de inflamagéo e podem suprimir a proliferacéo de células
progenitoras hematopoi éticas.

Sinénimos. GRO2; GROb; MIP2; MIP2A; SCYB2; MGSA-b; MIP-23;

CINC-2a

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2920

Descrigdo: epidermal growth factor receptor / Receptor de fator de

crescimento epidermal

Local: Cromossomo 7

Categoria: Transducéo de sinal

Funcdo: Codifica uma glicoproteina transmembrana membro de uma
EGER superfamilia proteina quinase, ou sgja, envolvidas com fosforilagdo e

transferéncia de energia celular (ATP). E receptor de membrana da

familiado fator de crescimento epidermal. Quando a proteina liga-se ao

receptor, h estimulo para a dimerizagdo do receptor, autofosforilacéo

datirosina e proliferacéo celular.

Sindnimos. ERBB; HER1; mENA; ERBB1; PIG61; NISBD2

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1956

Descrigdo: fibroblast growth factor 7 / Fator de crescimento de

fibroblasto 7

Local: Cromossomo 15

Categoria: Fatores de crescimento

Funcdo: Codifica proteina membro da familia dos fatores de

crescimento de fibroblastos, composta por 22 membros. Possui

atividade mitogénica e de sobrevivéncia celular e est4 envolvido com
FGE7 proliferacdo, morfogénese, reparo tecidual, adém de invasdo e

crescimento tumoral. Esta proteina € um importante factor de
crescimento especifico de célula epitelial, cuja atividade mitogénica é
predominantemente em queratinécitos, e ndo em fibroblastos ou células
endoteliais. Estudos em homologos deste gene animais mostram
funcbes na morfogénese do epitélio, reepitelizacdo de feridas,
desenvolvimento de cabelo e organogénese pulmonar precoce.
Sinénimos. KGF; HBGF-7.

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2252
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FGF10

Descricdo: fibroblast growth factor 10 / Fator de crescimento de
fibroblastos 10

Local: Cromossomo 5

Categoria: Fatores de crescimento

Funcdo: Gene que codifica um membro da superfamilia dos fatores de
crescimento de fibroblasto, composta por 22 membros. Possui atividade
mitogénica e de sobrevivéncia celular e estd envolvido com
proliferacdo, morfogénese, reparo tecidual, aém de invasdo e
crescimento tumoral. E fator primordial no processo de cicatrizaggo de
feridas.

Sinénimos: néo ha

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2255

IFNG

Descricdo: Interferon, gamma/ Interferon gama

Local: Cromossomo 12

Categoria: Citocinas inflamatorias e quimiocinas

Func3o: Codifica membro tipo 2 da familia de interferon. E uma
citocina antiviral, imunomoduladora, possui atividade antitumora e é
um potente ativador de macrofagos.

Sinénimos: IFG; IFI

Fonte: http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/3458

IL6

Descricao: interleukin 6 / Interleucina 6

Local: Cromossomo 6

Categoria: Citocinas inflamatorias e quimiocinas

Funcdo: Gene que codifica a citocina interleucina 6, presente no
processo inflamatério e maturacdo de céulas B. E uma proteina
pirogénica capaz de induzir a febre em pessoas com doenga auto-
imunes ou com infeccdo. E produzida geramente em locais de
inflamagdo aguda e crénica Esta relacionada a diversas doencas
relacionadas a inflamac&o, como diabetes melito e artrite reumatoide
sistémicajuvenil.

Sinénimos. HGF; HSF; BSF2; IL-6; IFNB2

Fonte: http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/3569

IL6ST

Descricdo: interleukin 6 signal transducer / Interleucina 6 transdutora
desina

Local: Cromossomo 5

Categoria: Transducéo de sinal

Funcao: Codifica proteinatransdutora de sinal distribuida por diversas
citocinas, incluindo IL-6, fator neurotréfico ciliar (CNTF), factor
inibidor de leucemia (LIF) e oncostatinaM (OSM). Esta proteina
funciona como parte do complexo do receptor de citocina. A ativagéo
desta proteina é dependente da ligacdo de citocinas aos seus receptores.
Sindnimos. CD130; GP130; CDW130; IL-6RB

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3572
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Descricao: interleukin 10/ Interleucina-10

Local: Cromossomo 1

Categoria: Citocinas inflamatorias e quimiocinas

Funcdo: Codifica citocina produzida primariamente por mondcitos e
tardiamente por linfécitos. Tem efeitos pleiotropicos (multiplas
fungdes) naimunomodulacdo e inflamagdo. Promove hiporregulacdo de

IL10  linfocitos Thl, MHC-II e moléculas co-estimulantes de macrofagos.
Aumenta a sobrevivéncia e proliferacdo de linfécitos B e a producgéo de
anticorpos. Essa citocina pode bloquear a atividade de NFkappaB,
envolvido naregulacéo davia de sinalizagéo de JAK-STAT.
Sinénimos. CSIF; TGIF; GVHDS,; IL-10; IL10A
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3586
Descricéo: integrin, alpha 3
Local: cromossomo 17
Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo
Funcdo: Proteina que pertence a familia das integrinas, que sdo
heterodimeras compostas por cadeia afa e beta e funcionam como

ITGA3 moléculas de adesdo celular. Este gene codifica a cadeia 3 dfa e
interage com vérias proteinas da matriz extracelular.
Sinbnimos. VL3A; CD49C; GAPB3; ILNEB; MSK18; VCA-2;
VLA3a, GAP-B3
Fonte: http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/3675
Descricdo: integrin, alpha5/ Integrinaafab
Local: Cromossomo 12
Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo
ITGAS Func3o: Codifica cadeia 5 afa da integrina. E uma proteina de
membrana heterodimera que se une com beta-l para formar um
receptor de fibronectina.
Sinbnimos. FNRA; CD49e; VLA-5; VLASA
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3678
Descricdo: integrin, alphaV / integrinaafaV
Local: Cromossomo 2
Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo
Funcdo: Codifica integrina apha 5. Esta proteina combina-se com
vé&rias cadeias beta da integrina para formar diferentes integrinas.
Forma heterodimeros com beta-1, beta-3, beta 5, beta 6 e beta 8. O
ITGAV heterodimero de afa 5 e beta 3 é o receptor de vitronectina, uma

proteina que interage com vérias proteinas da matriz extracelular para
mediar a adesdo de células e pode desempenhar um papel na migracéo
celular. Esta proteina pode regular a angiogénese e a progressao de
cancer.

Sinbnimos. CD51; MSK8; VNRA; VTNR

Fonte: www.nchi.nlm.nih.gov/gene/3685
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ITGB1

Descricdo: integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide,
antigen CD29 includes MDF2, MSK 12) / Integrina beta 1

Local: Cromossomo 10

Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo

Funcdo: Membros da familia das integrinas sdo receptores de
membrana envolvidos na adesdo celular e no reconhecimento de vérios
processos, incluindo embriogénese, hemostasia, a reparacéo de tecidos,
a resposta imune e difusdo metastética de células tumorais. Este gene
codifica uma subunidade beta.

Sinbnimos. CD29; FNRB; MDF2; VLAB; GPIIA; MSK12; VLA-
BETA

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3688

ITGBS

Descricdo: integrin, beta 5/ integrinabeta 5

Local: Cromossomo 3

Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo

Funcdo: Codificaaintegrina 5, que esta envolvida com aviade
sinalizacdo PI3K-Akt (fosfatidilinositol-3-cinase envolvida na
sinalizacdo Akt (ou PKB), via esta que controla a proliferacéo celular),
gue diminui proliferacéo celular einduz um sinal de sobrevivéncia para
aprotecdo contra a apoptose. Um pard ogo importante deste gene é
ITGBA4.

Sinénimos: ndo ha

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3693,
http://www.genecards.org/cqi-

bin/carddisp.pl 20ene=IT GB5& keywords=itgb5 e Balista PA. Inibidores

de fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) e neuroprotecdo mediada pela
cascata de sinalizacdo de akt na fase aguda do modelo de pilocarpina
[dissertacao]. [Ribeirdo Preto]: Universidade de S&o Paulo; 2010. 100p.

MAPK1

Descricdo: mitogen-activated protein kinase 1/ MAP-quinase 1

Local: Cromossomo 22

Categoria: Transducdo de sinal

Funcdo: Codifica o membro 1 da familia da MAP-quinase. Esta familia
€ regulada por sinais da matriz extracelular, integrando multiplos sinais
para a sinalizagdo celular como proliferacdo, diferenciagdo, maturacéo
e regulacdo de transcricdo. Esta quinase apos ser ativada transloca-se
para o nucleo e fosforila avos nucleares.

Sinénimos. ERK

Fonte: http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/5594
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Descricdo: macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-
inhibiting factor) / Fator inibidor da migracéo de macréfagos

Local: cromossomo 22

Categoria Fatores de crescimento

Funcdo: Codifica linfocina envolvida na imunidade celular,
imunorregulacéo e inflamac&o. Possui importante fungdo de regulacdo

MIF de macrofagos na defesa contra a a supressdo dos efeitos anti-
inflamatorios de glicocorticoides. Essa linfocina complexa-se com a
proteina JAB-1 no citosol celular perto da membrana plasmatica, que
pode indicar uma fungdo adicional naviade sinalizagdo das integrinas.
Sinénimos: GIF; GLIF;, MMIF
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2term=mif
Descricdo: matrix metallopeptidase 1 / Metal oproteinase de matriz 1
Local: cromossomo 11
Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo
Funcdo: as proteinas da familia mataloproteinase de matriz (MMP)
estdo envolvidas com a degradacdo da matriz extracelular, um processo

MMP1 fisiolégico natura relacionado com remodelacdo tecidual e processos
patol6gicos como artrite e metastase. A maioria das MMPs sdo
secretadas de forma inativa e sO sdo ativadas quando clivadas por
proteinases extracelular.

Sinénimos. CLG; CLGN

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4312

Descricdo: matrix metallopeptidase 2 / Metal oproteinase de matriz 2
Local: Cromossomo 16

Categoria: Matriz extracelular e células de adeséo

Funcdo: Gene que codifica uma proteina membro dafamilia MMP, que
s80 dependentes de zinco e sd0 capazes de clivar componentes da

MMP2 matriz extracelular e moléculas envolvidas na transducdo de sinal. E
uma colagenase do tipo 4 que contém 3 fibronectinas tipo 2 no local
catalitico e permite a ligacdo de colageno tipo 4, tipo 5 e elastinas
desnaturados.

Sinénimos. CLG4; MONA; CLG4A; MMP-2; TBE-1; MMP-II

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4313

Descricdo: platelet-derived growth factor alpha polypeptide / fator de

crescimento derivado de plaquetas alfa

Local: Cromossomo 7

Categoria: Fatores de crescimento

Funcdo: Codifica um membro da familia do fator de crescimento
PDGFA derivado de plaquetas. Os quatro membros dessa familia sdo

mitogénicos para células de origem mesenquimal e sdo caracterizadas
por 8 cisteinas. Podem formar homodimeros ou heterodimeros com o
PDGF beta.

Sinénimos. PDGF1; PDGF-A

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5154

87



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=mif
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5154

Descricdo:  plasminogen activator, uroquinase / Ativador de
plasminogénio uroquinase (UPA)

Local: Cromossomo 10

Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo

Funcdo: Codifica a protease serina envolvida na degradacdo da matriz

PLAU . e . - : ~
extracelular e do plasma, além de possibilitar a migracdo e proliferagéo
de células tumorais. Esta proteina converte plasminogénio em plasmina
por clivar aligagéo peptidica Arg-Val no plasminogénio
Sinénimos: ATF; QPD; UPA; URK; uPA; BDPLT5
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5328
Descricdo: phosphatase and tensin homolog / fosfatase homdéloga a
tensina
Local: Cromossomo 10
Categoria: Transducéo de sinal
Funcdo: Gene supressor de tumor que em diversos tipo de céncer
aparece com mutacdo. Codifica a proteina fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato 3-fosfatase que se assemelha a tensina, bem como atividade
catalitica semanelhante a tirosina fosfatase (dupla funcdo

PTEN fosforilacdo/desfosforilacéo), que geramente desfosforila
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato nas células e possui fun¢do supressora
de tumor, regulando negativamente a via de sinalizacdo AKT (ou
também conhecida por PKB), que controla a proliferacdo celular,
diminuindo proliferacdo celular e induz um sinal de sobrevivéncia para
a protecdo contra a apoptose.
Sinbnimos. BZS; DEC; CWS1; GLM2; MHAM; TEP1; MMACZI;
PTEN1; 10g23del
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5728
Descricéo: ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small
GTP binding protein Racl) / C3 relacionados toxina botulinica
substrato 1
Local: Cromossomo 7
Categoria: Matriz extracelular e células de adeséo
Funcdo: A proteina codificada por este gene € uma GTPase que

RAC1 pertence asuperfamilia RAS (oncogene) de pequenas proteinas GTP

ligantes. Os membros desta superfamilia parecem regular uma diversos
eventos celulares, incluindo o controle do crescimento celular, a
reorganizacao do citoesquel eto e a ativacéo de proteinas cinases. Duas
isoformas foram encontradas para este gene.

Sinénimos. MIG5; Rac-1; TC-25; p21-Racl

Fonte: http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/5879
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Descricdo: ras homolog family member A / Membro A homologo da
familiaRAS

Local: Cromossomo 3

Categoria: Matriz extracelular e células de adeséo

Funcdo: Regula umavia de transducéo de sinal que liga receptores de
membrana plasmatica para a montagem de adesdes focais e fibras de
stress de actina. Esta envolvida na sinalizacdo necessaria paraa
formacao do anel contratil de miosina durante a citocinese (movimento)

RHOA no ciclo celular. E fundamental para a adesdo entre os queratindcitos.
Essencial para aregulagdo namigragdo celular e montagem e
desmontagem de adeso. Regula a atividade do canal de potassio e
promove endocitose.

Sinénimos. ARHA; ARH12; RHO12; RHOH12
Fonte: http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/387 e
http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=RHOA & keywords=rhoa
Descricao: serpin peptidase inhibitor, clade | (neuroserpin), member 1
Local: Cromossomo 3
Categoria: Matriz extracelular e células de adesdo
Funcdo: Codifica a neuroserpina 1, que € uma protease inibidora de
SERPINE serina (que degrada a matriz extracelular), bloqueando algumas reacoes
1 bioquimicas. Inibe o ativador de plasminogénio tecidua (tPA), este que
é transcrito pelo gene PLAU.
Sinbnimos: PLANH1, PAI1
Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/SERPINI1 e
http://www.genecards.org/cqi-
bin/carddisp.pl?gene=SERPINE1& keywords=serpine,1
Descrigéo: transgelin/
Local: Cromossomo 11
Categoria: Matriz extracelular e células de adeséo
Funcdo: Seu papel ndo estaclaro. A proteina codificada é sensivel a
TAGLN transformagdes e mudangas estruturai s na actina encontrada nos
fibroblastos e musculo liso. Sua hiporregulagdo € um sinal precoce para
o inicio datransformagao
Sinénimos. SM22; SMCC; TAGLN1; WS3-10
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6876
Descricdo: transforming growth factor, beta 1 / Fator de transcricdo
transformante beta 1
Local: Cromossomo 19
Categoria: Fatores de crescimento
Funcdo: Codifica um membro da familia do fator de crescimento
TGFB1 transformate beta e esta envolvido com proliferacdo, diferenciacéo,

adesdo, migracdo e outras funcdes celulares. Vérios tipos celulares tem
receptor para essa proteina. Este fator de crescimento pode hiporregular
ou hiper-regulas outros fatores de crescimento.

Sinébnimos: CED; LAP; DPD1; TGFB; TGFbeta

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7040
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TIMP1

Descricdo: TIMP metallopeptidase inhibitor 1 / Inibidor tecidual de
metal oproteinase tipo 1

Local: Cromossomo X

Categoria

Funcdo: Proteina inibidora de metaloproteinases de matriz (MMPs),
que degradam a matriz extracelular. Também é capaz de promover a
proliferacdo de vérios tipos celulares e possui atividade antiapoptotica.
Sinénimos. EPA; EPO; HCI; CLGI; TIMP

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7076

VEGFA

Descrigdo: vascular endothelial growth factor A / Fator de crescimento
do endotélio vascular

Local: Cromossomo 6

Categoria: Fatores de crescimento

Func&o: Membro dafamiliado fator de crescimento do endotélio
vascular. Codificaum homodimero glicosilado mitogénico e tem como
funcéo aumentar a permeabilidade vascular, angiogénese,
vasculogénese, promove migracao celular e inibe apoptose.

Sinénimos. VPF; VEGF; MVCD1

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7422

WISP1

Descricdo: WNT1 inducible signaling pathway protein 1 / proteina
indutoradaviase sinalizacdo WNT1

Local: Cromossomo 8

Categoria: Transducéo de sinal

Funcdo: Codifica uma proteina indutora da via de sinalizacdo WNT1
pertencente a familia do fator de crescimento de tecido conjuntivo
(CTGF). E normalmente expressa por fibroblastos e, em tumores de
colon, estdo hiperreguladas.

Sindbnimos. CCN4; WISP1c; WISP1i; WISP1tc

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8840
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Apresentagio do Projeto:

A lesdo por gueimadura & um evento traumatico, geralmente de origem témica, gue atinge a pele e varos
orgdos, promovendo respostas locais e sistémicas no organismo. A morbidade 2 a mortalidade das
queimaduras estio relacionadas com a extensdo da superficie corporal atingida e a profundidade das
queimaduras na pele. Métodos para melhorar a cicatrizagdo de feridas e reparo dos tecidos, ou mesmo
intervencgdes terapéuticas que atenuem a resposta inflamatdria aguda, podem oferecer oportunidades de
reduzir a taxa de mortalidade e melhorar a qualidade de vida de pacientes, além de contribuir na redugéo de
custoz em cuidados com a salde. Uma melhor compreensio do valor terapéutico dos fatores de
crescimento (FC) pode ser essencial para aprimorar a terapia em gqueimados. Os FC pertencem a uma
classe de citocinas que atuam no reparo e cicatrizac8o tecidual e, em especial, em gueimaduras. Modulam a
proliferagdo, migragdo e aumento da atividade metabdlica das células. O fator de crescimento de
queratinacitos (KGF), ou FGF-7, parece ter um papel dnico come um mediador na interagdo mesenguimal-
epitelial. O KGF & produzido por fibroblasto e atua em gueratindcito, por sinalizag8o paracrina. Varios
estudos demonstram sua importéncia na cicatrizag8o de feridas, uma vez que o KGF esta relacionado &
melhora na cicatrizagdo, & diminuigdo do processeo inflamatorio agudo e ao fechamento da ferida de modo
acelerado. Ainda, estudos demonstram que & expressdo génica do KGF & aumentada, em fibrablastos, apas

lesdo

Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTING CEP: D4.023-D61
UF: 5P Municipio: SAD PAULD
Telefone: (11)5530-7162 Fax: (11}5571-1082 E-mail: cepunifesp@unifesp br

91



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - UNIFESP/ ‘Wn il
HOSPITAL SAO PAULO

cutdnea. Sabendo-se gue a expressdo génica pode ser analisada através do método PCR array,
procuramos, no presente estudo, avaliar a agdo do KGF na expressdo génica de 84 genes mediadores da
cicatrizagfo através do método PCR Armray, em cultura de fibroblastos dérmicos humanos priméarios oriundos
de pacientes com gueimadura. O presente estudo visa possibilitar a evolugdo das intervengdes clinicas
aplicadas a taiz casos, diminuindo as taxas de morbimortalidade do grupo.

METODOLOGIA: Serfo incluidos oito pacientes, divididos em trés grupos: trés pacientes no grupo grande
gueimado, trés pacientes no grupo pequenc gueimado e dois no grupo controle, intemados na Unidade de
Tratamento de Queimaduras da Disciplina de Cirurgia Plastica da

Universidade Federal de S&o Paulo (UMIFESP) localizada no Hospital Universitario - Hospital S&o Paulo. A
faze experimental, in vitro, sera realizada no Laboratério de Cultura de Célulaz da Disciplina de Cirurgia
Plastica. Para cada paciente, B4 genes envolvidos na cicatrizag8o serfio avaliados. A amplificagdo,
aquisicdo dos dados, andlise de curvas serdo realizadas em um ABI Prism 7500 Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando a metodologia Tagman fluorescente (TagMan One
Step RT-PCR Master Mix Reagentes, Biosytems Aplicada).

Objetivo da Pesquisa:

O objetive do presents estudo & avaliar a agdo do KGF na express@o génica de 84 genes mediadores da
cicatrizagdo através de PCR Array em cultura de fibroblastes dérmicos humanos primarios oriundos de
pacientes com queimadura.

Avaliagido dos Riscos e Beneficios:

Sem rizco, estudo in vitro de células de doadores vitimas de gueimadura para procedimento laboratorial

molecular (expressdo génica)

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

0O delineamento do presente estudo & de pesquisa experimental, in vitro, de células de doadores vitimas de
gueimadura, sendo observacional analitico, controlado, realizado em centro dnico.

Espera-se que exista alteracdo da expressdo génica de KGF em fibroblastos dérmicos primarios dos
pacientes gqueimados, com relagdo direta na melhora no processo de cicatrizag8o, na diminuigdo do
processo inflamatorio agudo e no fechamento da ferida da ferida. Sabe-se que a expressdo génica do KGF
& aumentada, em fibroblastos, apos lesdo cutdnea. Entretanto, come a cicatrizag8o pos-queimadura &
diferente da cicatrizacdo de feridas comuns, se o resultado for positive, poderdo ser desenvolvidas
intervengdes terapéuticas e métodos para melhorar a cicatrizagdo de feridas e reparo dos tecidos,
oferecendo cportunidades de redugdo na taxa de morbi-meortalidade & melhora na qualidade de vida dos

pacientes queimados, além de contribuir na redugic de custos em cuidades com a salde.
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Consideragioes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Documentos apresentados (folha de rosto assinada e datada pelo responsavel da Disciplina de Cirurgia
Plastica da Unifesp ) e TCLEs para grupo estudo & controle.
Recomendagdes:

MNada consta

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

ndn

Situagio do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagiao da CONEP:

MNao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O colegiado acata o parecer do relator.

SAQ PALULD, 15 de Fevergiro de 2013

Assinador por:
José Osmar Medina Pestana

(Coordenador)
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