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RESUMO DO PROJETO PROPOSTO

As queimaduras atingem cerca de um por cento da populagdo mundial e é a quarta principal causa
de morte por lesbes ndo intencionais nos Estados Unidos. Os pacientes com queimaduras possuem alta
susceptibilidade a infecgbes, fator determinante na evolugado da area afetada e no sucesso do tratamento
clinico, pois esta diretamente relacionada as taxas de morbidade e de mortalidade do grupo. A fim de se
evitar a entrada e a proliferagdo de patdégenos o organismo desencadeia uma resposta imune inata e/ou
adquirida. A resposta inata é responsavel pelas reagdes iniciais a qualquer infeccdo e desencadeia a
resposta dos linfécitos e de seus produtos humorais, desencadeando uma resposta tardia especifica e
duradoura. As queimaduras produzem mudangas no padrao da resposta imune do paciente, representadas
pelo estimulo a producéo de genes ligados a resposta imune inata e pela supressédo de genes relacionados
a resposta imune adaptativa. Avaliar a expressédo de genes relacionados a imunidade inata e adaptativa é
fundamental para o entendimento da evolugdo do trauma. Infecgdo e evolugédo clinica interferem na
cicatrizacdo da area queimada, e analisar em diferentes subpopulagbes celulares envolvidas na
reepitelizagdo e que compdem a epiderme desses pacientes queimados, torna-se um ponto chave para
melhor compreender os mecanismos moleculares subjacentes a resposta produzida por células-tronco da
epiderme. Ademais, investigar o contexto destas subpopulagbes celulares, incapazes de gerar uma
resposta imune competente para debelar o ataque de micro-organismos, como Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa, entre outros, logo apos o trauma, podera nos trazer
preciosas informagdes acerca de queimaduras e, com isto, propor possiveis mecanismos de se evitar a
disseminagao da infecgcdo nestes pacientes. Ressaltando-se ainda, que apds extensiva busca na literatura
ndo existe artigo sobre expressdo génica nas células da pele, tronco ou ndo, em relagdo ao sistema
imunoldgico e a cicatrizagdo, processo onde as células da pele sdo fundamentais, existindo somente
estudos em células sanguineas quanto a imunidade em queimados. Além disso, adicionar outra variavel
que tem agdo na imunidade e na cicatrizagdo que é o fator de crescimento de queratindcitos, que pode ser
utilizado no paciente queimado se sua agédo benéfica for melhor entendida, € um avango no tratamento
desse complexo e grave trauma.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do KGF na expressao de 84 genes mediadores da resposta imune e de outros 84
genes associados a cicatrizagdo em células diferenciadas e em células tronco de queratinécitos humanos
primarios provenientes de dois grupos, pacientes sem queimadura - controle - e pacientes com grande
queimadura, e validar os dados de expressao génica, com a expresséo de proteinas traduzidas por alguns
dos genes encontrados com expressao diferencialmente alterada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e cultivar queratinécitos humanos primarios a partir de fragmentos de pele integra, viavel,
descartada das margens da pele queimada durante o desbridamento, e como grupo controle teremos pele
descartada de cirurgia estética;

Tratar e ndo tratar os queratindcitos primarios dos dois grupos com o fator de crescimento de
queratinécitos (KGF) com o intuito de avaliar o efeito deste fator de crescimento na expressdo de genes
relacionados ao sistema imune e de genes da cicatrizagao;

Separar as subpopulagbes tronco e nao-tronco que compdem as culturas primarias de
queratinécitos dos dois grupos, tratados e nao tratados, do grupo controle e queimadura, por meio do
ensaio de Aldefluor, que requer uso de citometria tipo FACS;

Extrair amostras de RNA total por meio de Trizol, de queratindcitos primarios provenientes das
amostras de pele submetidas a tratamento ou ndo dos diferentes grupos; e sintetizar DNA complementar
(cDNA) a partir das amostras de RNA total (1ug) para cada uma das condi¢des (grandes queimados e pele
normal; tratadas e ndo tratadas; células tronco e diferenciadas) por transcrigdo reversa, utilizando-se o Kit
RT2 First Stand (SABioscience);

Avaliar a expresséo génica por meio de RT-PCR Array quantitativo para cada amostra (em pool) de
acordo com o protocolo do fabricante, realizado em ftriplicata;

Realizar a analise por Metacore® das vias candnicas principais envolvidas nos dois processos,
imunidade e cicatrizagao (Objetivo foi adicionado, ndo estava no projeto original).

Avaliacdo da expressao proteica por Western Blot do meio de cultura de queratinécitos primarios de
pacientes queimados e normais, tratados ou n&o, células tronco ou diferenciadas (Objetivo ndo obteve
sucesso por dificuldades técnicas relacionadas aos marcadores comprados e pelo final do prazo).



METODOS
Casuistica

Foram incluidos vinte pacientes neste estudo, sendo dez no grupo controle e dez no grupo
experimento. Critérios de inclusdo: 1.Grupo Queimado - Pacientes de ambos os sexos; |ldade acima de 18
anos; Concordar em participar da pesquisa e assinar o termo de consentimento; Estar internado na UTQ-
DCP-UNIFESP-HU-HSP; Necessidade de procedimento(s) operatério(s); Queimaduras de 2° grau profundo
ou 3° grau acometendo entre 25% e 50% da superficie corpérea queimada ou que necessitem de enxertia
de pele parcial em 10% de superficie corpérea queimada. 2.Grupo Controle: ldade acima de 18 anos;
Ambos os sexos; Concordar em participar da pesquisa e assinar o termo de consentimento; Necessidade
de procedimento operatério — cirurgia estética — abdominoplastia ou mamoplastia, com retirada de pele que
seria descartada; Ndo apresentar doencgas prévias; Nao fumante.

O desbridamento do tecido necrosado de um paciente com queimadura de Il grau profundo ou de lli
grau normalmente acontece 3 dias apds a queimadura. As amostras de pele de adulto normal e com
queimadura foram obtidas e a epiderme foi separada da derme por digestdo enzimatica através de dispase.
O isolamento dos queratindcitos foi finalizado apds tratamento com tripsina, centrifugacdo e semeadura das
células em garrafas preparadas com camada sustentadora de J2-3T3. Apds a terceira passagem, as células
foram tratadas com 40 ng/ml de KGF em meio de cultura nos grupos experimentais onde esta programada a
suplementagao do fator de crescimento, sendo utilizada nas trocas de meio de cultura que ocorreram a
cada dois dias, até ser atingida a sub-confluéncia (80%), ap6s esse momento o meio de cultura foi
armazenado em freezer -80°C para estudo da expressao proteica e as células foram destacadas da garrafa
para ser extraido o RNA para andlise da expresséo génica.

O kit Aldefluor (StemCell Technologies, Durham, NC, USA) foi utilizado para isolar populagbes com
alta atividade enzimatica de ALDH. Apds separar subpopulagdes de queratindcitos provenientes da pele de
pacientes queimados e normais por meio de FACS, tratadas ou ndo com KGF, estas células foram
submetidas a extracdo de RNA total. Para cada paciente, 84 genes foram analisados e eram relacionados a
cicatrizagdo (PAHS-121Z), e também 84 genes que estdo envolvidos na resposta imune inata e adaptativa
(PAHS-052) e em células-tronco e nas células ndo-tronco da epiderme, tratados ou ndo com KGF. A
amplificagdo, a aquisicdo dos dados e a analise de curvas foram realizadas em um ABI Prism 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Anaélise de networks por meio do programa Metacore®

As redes selecionadas (Networks) foram construidas a partir de experimentos ativos de expressao
génica por meio de ensaios de PCR Arrays. O conteudo génico dos arquivos enviados (em formato excell
97-2003), que continha uma lista de genes com os respectivos nomes e valores de Ct, foi usado para a
geracao de redes bioldgicas usando modelos de caminhos candnicos para o seu algoritmo de conjunto de
dados com as configuragbes padrao.

Estes dados experimentais foram carregados na pagina inicial do programa Metacore® (Thonson
Reuters). Em seguida as redes foram construidas em tempo real e é Unica para os dados enviados. Neste
fluxo de trabalho as redes s&o priorizadas com base no nimero de fragmentos de vias candnicas na rede.
Esta é uma variante do algoritmo mais curto com caminhos principais cujos parametros sdo: 1)
Enriquecimento relativo com os dados enviados, e 2) A saturagao relativa de redes com vias candnicas.
Esse programa é pago, e permite focar em vias mais alteradas frente aos genes diferencialmente expressos
encontrados nos experimentos.

Analise Estatistica

As alteragbes na expressdo génica na Cicatrizagdo e na Imunidade Inata e Adaptativa induzidas
pela queimadura foram analisadas por meio do RT?-Profiler™ PCR Array (SA Biosciences) e avaliadas por
meio do teste t de Student no site da SA Biosciences (Data Analysis v3.5). Os graficos de Mapa de Calor e
de Dispersdo para cada uma das condigdes também foram gerados gratuitamente nesta pagina da
empresa, assim como as comparagdes entre todos os grupos € realizada pelo programa. O nivel de
significancia estatistica foi fixado em 0,05 e os genes apresentados nos resultados apresentavam p<0,05.
RESULTADOS

Os pacientes incluidos no estudo foram num total de vinte (20), sendo dez (10) do grupo controle
com média de idade de 41,1 e todas do género feminino, e dez (10) no grupo queimado com média de

idade de 37,6 sendo 6 do género feminino e 4 do masculino (Tabela 1).
Tabela 1. Dados dos pacientes incluidos no estudo para cultura de queratindcitos.

Grupo n Média de Idade Género
Controle 10 41,1 10F
Queimado 10 37,6 6F/4M

n= numero de pacientes; F= feminino; M= masculino.

Apds suplementagédo ou ndo de todos grupos, cultivo, separacdo de células tronco das n&o tronco,
foi extraido o RNA e realizada a corrida das duas placas de PCR Array e obtengcédo dos dados por meio de
curvas de amplificagdo em aparelho Real Time PCR, foram obtidos os dados brutos para a analise dos 84
genes estudados da via de cicatrizagdo e outros 84 genes para a via de expressao de imunidade inata e
adaptativa. Foram realizados os diversos cruzamentos entre as diferentes condigdes do experimento dentro
de cada processo analisado, cicatrizagao ou imunidade, e para células ndo tronco e tronco.



CICATRIZAGAO
CELULAS NAO TRONCO

Quando realizado o cruzamento para marcadores de cicatrizagdo para células ndo tronco entre
controle e queimadura, ambas sem suplementagdo de KGF, foi encontrado 1 gene diferencialmente
expresso, hipoexpresso, sendo o gene COL1A1 com -2,28 (Figura 1 e 2).
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Figura 1 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratindcitos nao célula-tronco de
paciente controle (n=10) versus grande queimado (n=10) sem suplementacédo de KGF.
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Figura 2 — Grafico de dispersdo para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratindcitos ndo célula-
tronco de paciente controle (n=10) versus grande queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF.

Quando realizado o cruzamento entre controle sem suplementacdo de KGF e controle com
suplementagdo de KGF, foram encontrados 4 genes diferencialmente expressos, hipoexpressos, sendo o
gene CTNNB1 com -2,22; FGF2 com -3,74; IL10 com -4,53 e SERPINE1 com -3,44 (Figura 3 e 4).
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Figura 3 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expresséo génica de cicatrizagdo para queratindcitos nao célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus controle (n=10) com suplementagéo de KGF.
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Figura 4 — Grafico de dispersdo para o cruzamento dos dados de expressdo génica de cicatrizagdo para queratindcitos ndo célula-
tronco de pacientes controle (n=10) sem suplementacéo de KGF versus controle (n=10) com suplementagéo de KGF.

Quando realizado o cruzamento entre controle sem suplementacdo de KGF e queimado com
suplementagédo de KGF, ndo foram encontrados genes diferencialmente expressos.

Quando realizado o cruzamento entre controle com suplementacdo de KGF e queimado sem
suplementagdo de KGF, foi encontrado 1 gene diferencialmente expresso, hipoexpresso, sendo o gene
FGF10 com -3,55 (Figura 5 e 6).
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Figura 5 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressdo génica de cicatrizagdo para queratindcitos nao célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus grande queimado (n=10) sem suplementagéo de KGF.
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Figura 6 — Grafico de dispersdo para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratindcitos ndo célula-
tronco de pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus grande queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF.

Quando realizado o cruzamento entre queimado sem suplementagao de KGF e queimado com
suplementagdo de KGF, foram encontrados 4 genes diferencialmente expressos, hiperexpresso, sendo o
gene CSF3 com 3,46; IGF1 com 3,00; ITGA6 com 3,35 e MAPK1 com 1,97 (Figura 7 e 8).
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Figura 7 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratindcitos nao célula-tronco de
pacientes queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF versus grande queimado (n=10) com suplementagao de KGF.
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Figura 8 — Grafico de dispersdo para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratindcitos ndo célula-

tronco de pacientes queimado (n=10) sem suplementagéo de KGF versus grande queimado (n=10) com suplementagéo de KGF.
Quando realizado o cruzamento entre controle com suplementacdo de KGF e queimado com

suplementagdo de KGF, foram encontrados 3 genes diferencialmente expressos, 2 hiperexpressos e 1

hipoexpresso, sendo o gene ITGA6 com 4,35; PLG com 3,32; e COL1A1 com -2,82 (Figura 9 e 10).
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Figura 9 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressdo génica de cicatrizagdo para queratindcitos nao célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus grande queimado (n=10) com suplementagéo de KGF.
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Figura 10 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratindcitos nao célula-
tronco de pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus grande queimado (n=10) com suplementacdo de KGF.



CICATRIZAGAO
CELULAS TRONCO

Quando realizado o cruzamento para marcadores de cicatrizagdo para células tronco entre controle
sem suplementacdo de KGF e queimado sem suplementacdo de KGF, ndo foram encontrados genes
diferencialmente expressos.

Quando realizado o cruzamento entre controle sem suplementacdo de KGF e controle com
suplementagdo de KGF, foram encontrados 2 genes diferencialmente expressos, 1 hiperexpresso e 1
hipoexpresso, sendo o gene CSF3 com 2,05; e FGF10 com -2,70 (Figura 11 e 12).
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Figura 11 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressdo génica de cicatrizagdo para queratindcitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus controle (n=10) com suplementagao de KGF.

Group 2 vs. Control Group

Log10 (Group 2 2A-DeltaCt)

,,,,,

088 038 012
L0g10 (Control Group 2A-DeltaCt)

Figura 12 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratinécitos célula-tronco
de pacientes controle (n=10) sem suplementagao de KGF versus controle (n=10) com suplementagao de KGF.

Quando realizado o cruzamento entre controle sem suplementacdo de KGF e queimado com
suplementagdo de KGF, foram encontrados 9 genes (11%) diferencialmente expressos, 100%
hiperexpressos, sendo o gene CSF3 com 5,42; FGF2 com 2,36; IGF1 com 4,38; IL10 com 4,57; ITGA6 com
4,44; 1TGB3 com 4,81; MAPK1 com 2,08; MMP2 com 2,63; e TAGLN com 5,21 (Figura 13 e 14).
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Figura 13 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressdo génica de cicatrizagdo para queratindcitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) com suplementacdo de KGF.
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Figura 14 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratinécitos célula-tronco
de pacientes controle (n=10) sem suplementagao de KGF versus queimado (n=10) com suplementacéo de KGF.

Quando realizado o cruzamento entre controle com suplementacdo de KGF e queimado sem
suplementagdo de KGF, foi encontrado 1 gene diferencialmente expresso, hipoexpresso, sendo o gene
FGF10 com -3,55 (Figura 15 e 16).
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Figura 15 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressédo génica de cicatrizagdo para queratindcitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF.
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Figura 16 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratinécitos célula-tronco
de pacientes controle (n=10) com suplementagao de KGF versus queimado (n=10) sem suplementacéo de KGF.

Quando realizado o cruzamento entre queimado sem suplementacdo de KGF e queimado com
suplementagdo de KGF, foram encontrados 4 genes diferencialmente expressos, 100% hiperexpressos,
sendo o gene CSF3 com 3,46; IGF1 com 3,00; ITGA6 com 3,35; e MAPK1 com 1,97 (Figura 17 e 18).
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Figura 17 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressédo génica de cicatrizagdo para queratindcitos célula-tronco de
pacientes queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF versus queimado (n=10) com suplementagéo de KGF.
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Figura 18 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratinécitos célula-tronco
de pacientes queimado (n=10) sem suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) com suplementacdo de KGF.

Quando realizado o cruzamento entre controle com suplementacdo de KGF e queimado com
suplementagdo de KGF, foram encontrados 3 genes diferencialmente expressos, 100% hiperexpressos,
sendo o gene CSF3 com 2,64; IGF1 com 2,20; e MMP2 com 2,49 (Figura 19 e 20).
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Figura 19 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressdo génica de cicatrizagdo para queratindcitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) com suplementacdo de KGF.
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Figura 20 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica de cicatrizagdo para queratinécitos célula-tronco
de pacientes controle (n=10) com suplementagao de KGF versus queimado (n=10) com suplementacéo de KGF.

IMUNIDADE
CELULAS NAO TRONCO

Quando realizado o cruzamento para marcadores de imunidade para células nao tronco entre
controle sem suplementacdo de KGF e queimado sem suplementagdo de KGF, nado foram encontrados
genes diferencialmente expressos.

Quando realizado o cruzamento entre controle sem suplementacdo de KGF e controle com
suplementagédo de KGF, foram encontrados 2 genes diferencialmente expressos, hipoexpressos, sendo que
0 gene CD80 com -3,31; e CXCL8 com -3,16 (Figura 21 e 22).
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Figura 21 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratindcitos nao célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus controle (n=10) com suplementagéo de KGF.
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Figura 22 — Grafico de dispersdo para o cruzamento dos dados de expressdo génica da imunidade para queratindcitos ndo célula-
tronco de pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus controle (n=10) com suplementagéo de KGF.

Quando realizado o cruzamento para marcadores de imunidade para células ndo tronco entre
controle sem suplementacdo de KGF e queimado com suplementagdo de KGF, nao foram encontrados
genes diferencialmente expressos.

Quando realizado o cruzamento entre controle com suplementacdo de KGF e queimado sem
suplementagédo de KGF, foram encontrados 4 genes diferencialmente expressos, hipoexpressos, sendo que
o0 gene CCR4 com -5,12; IL6 com -4,57; CXCL8 com -4,17; e TLR9 com -5,42 (Figura 23 e 24).
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Figura 23 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratindcitos nao célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF.
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Figura 24 — Grafico de dispersdo para o cruzamento dos dados de expressdo génica da imunidade para queratindcitos ndo célula-
tronco de pacientes controle (n=10) com suplementacédo de KGF versus queimado (n=10) sem suplementagao de KGF.

Quando realizado o cruzamento entre queimado sem suplementagao de KGF e queimado com
suplementagédo de KGF, foram encontrados 3 genes diferencialmente expressos, hipoexpressos, sendo que
o gene CRP com -1,93; IL6 com -2,13; e TLR9 com -2,52 (Figura 25 e 26).
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Figura 25 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratindcitos nao célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) com suplementagao de KGF.
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Figura 26 — Grafico de dispersdo para o cruzamento dos dados de expressdo génica da imunidade para queratindcitos ndo célula-
tronco de pacientes controle (n=10) com suplementacédo de KGF versus queimado (n=10) sem suplementagao de KGF.

Quando realizado o cruzamento entre controle com suplementacdo de KGF e queimado com
suplementagédo de KGF, ndo foram encontrados genes diferencialmente expressos.

IMUNIDADE
CELULAS TRONCO

Quando realizado o cruzamento para marcadores de imunidade para células tronco entre controle
sem suplementacdo de KGF e queimado sem suplementagcdo de KGF, foram encontrados 8 genes
diferencialmente expressos, 100% hiperexpressos, sendo o gene CCR5 com 5,50; IL1R1 com 5,82; IL2 com
5,45; IL5 com 4,54; IRAK1 com 5,25; MAPK1 com 2,39; MAPK8 com 5,21; e TRAF6 com 5,40 (Figura 27 e
28).
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Figura 27 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) sem suplementagao de KGF.
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Figura 28 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF.

Quando realizado o cruzamento para marcadores de imunidade para células tronco entre controle
sem suplementacdo de KGF e controle com suplementagdo de KGF, foram encontrados 8 genes
diferencialmente expressos, 100% hiperexpressos, sendo o gene CCR5 com 2,36; IL2 com 2,34; IL5 com
1,95; IRAK1 com 2,26; MAPK8 com 2,24; TLR7 com 2,87; TLR9 com 2,58; e TRAF6 com 2,32 (Figura 29 e
30).

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

Magnitude of log2(Fold Change)

-1.52 0 1.52

Figura 29 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus controle (n=10) com suplementagéo de KGF.
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Figura 30 — Grafico de dispersdo para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus controle (n=10) com suplementagéo de KGF.



Quando realizado o cruzamento para marcadores de imunidade para células tronco entre controle
sem suplementacdo de KGF e queimados com suplementacdo de KGF, foram encontrados 11 genes
diferencialmente expressos, 100% hiperexpressos, sendo o gene CCR5 com 25,17; IL17A com 25,60; IL2
com 24,96; IL23A com 26,01; IL5 com 20,78; IRAK1 com 24,03; MAPK1 com 9,98; MAPK8 com 23,86;
RAG1 com 25,83; TLR7 com 25,77; e TRAF6 com 24,75 (Figura 31 e 32).
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Figura 31 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) com suplementagao de KGF.
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Figura 32 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) sem suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) com suplementacdo de KGF.

Quando realizado o cruzamento para marcadores de imunidade para células tronco entre controle
com suplementacdo de KGF e queimados sem suplementagdo de KGF, foram encontrados 3 genes
diferencialmente expressos, 100% hipoexpressos, sendo o gene IL1R1 com -2,44; TLR7 com -1,93; e TLR9
com -2,14 (Figura 33 e 34).
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Figura 33 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) sem suplementagao de KGF.
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Figura 34 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF.

Quando realizado o cruzamento para marcadores de imunidade para células tronco entre queimado
sem suplementacdo de KGF e queimados com suplementacdo de KGF, foram encontrados 6 genes
diferencialmente expressos, 100% hiperexpressos, sendo o gene IL17A com 4,62; IL1R1 com 4,36; IL23A
com 4,70; MAPK1 com 4,17; RAG1 com 4,66; e TLR7 com 4,65 (Figura 35 e 36).
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Figura 35 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF versus queimado (n=10) com suplementagéo de KGF.
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Figura 36 — Grafico de disperséo para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes queimado (n=10) sem suplementacdo de KGF versus queimado (n=10) com suplementagéo de KGF.

Quando realizado o cruzamento para marcadores de imunidade para células tronco entre controle
com suplementacdo de KGF e queimados com suplementagdo de KGF, foram encontrados 6 genes
diferencialmente expressos, 100% hiperexpressos, sendo o gene IL17A com 10,74; IL23A com 10,92;
MAPK1 com 6,65; RAG1 com 10,84; TLR7 com 8,98; e TLR9 com 9,81 (Figura 37 e 38).
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Figura 37 — Mapa de calor para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) com suplementacdo de KGF.
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Figura 38 — Grafico de dispersdo para o cruzamento dos dados de expressao génica da imunidade para queratinécitos célula-tronco de
pacientes controle (n=10) com suplementagéo de KGF versus queimado (n=10) com suplementacdo de KGF.

DISCUSSAO

A analise dos genes no presente estudo revelou um numero menor de genes diferencialmente
expressos relacionados a cicatrizagdo do que a imunidade. Em relagdo aos dois processos, cicatrizagao e
imunidade, os resultados da analise em células-tronco apresentou maior nimero de genes diferencialmente
expressos. A seguir serao discutidos os genes alterados na cicatrizagao, e ressalta-se que 13 genes foram
diferencialmente expressos em células ndo tronco, enquanto em células-tronco foram 19 genes. A
discusséo é baseada nos genes que se repetem em diferentes condicdes.

O gene COL1A1 codifica a cadeia pré-alfa 1 do colageno tipo I, cuja tripla hélice compreende duas
cadeias alfa 1 e uma cadeia alfa 2. A reducdo na expressédo desse gene em fibroblastos esta associada ao
envelhecimento cutdneo e mutagdes nesses gene estdo associadas a osteogénese imperfeita tipo I-1V,
Sindrome de Ehlers-Danlos tipo VIIA e tipo classico e osteoporose idiopatica. No presente estudo o gene
COL1A1 revelou-se hipoexpresso sem a suplementagdo de KGF no cruzamento do controle com queimado,
somente em células diferenciadas. Portanto, a expressdo desse gene ndo esteve relacionada com KGF,
queimadura, pele normal, mas sim com a fase de diferenciagdo celular, sendo que quando foi estimulada
por KGF, que tem como fungdo deixar o queratinécito num estado proliferativo, mostrou que nao foi
expressa.

TAN et al. (2010) investigaram o papel do gene P311 em cicatrizes hipertroficas provenientes de
pacientes queimados. Os pesquisadores notaram que houve expressdo de P311 em fibroblastos mas nao
em células mononucleares do sangue, células da medula 6ssea e células epidérmicas. Foi realizada
transferéncia do gene P311 em fibroblastos normais e foi observado que houve estimulo da expresséo de
alfa-actina de mdusculo liso (aSMA), TGFbeta e alfa e COL1A1. O aumento na producdo de COL1A1 e
TGFbeta em fibroblastos humanos induzido por P311 deve ser um dos mecanismos envolvidos na
patogénse das cicatrizes hipertroficas e pode ser um novo alvo terapéutico.

O gene da metaloproteinase de matriz -2 (MMP-2) pertence a familia de enzimas dependentes de
zinco capazes de degradar componentes da matriz extracelular e moléculas envolvidas na transducgéo de
sinal. Esse gene codifica a proteina gelatinase A, a colagenase tipo IV, que contém trés repeticdes de
fibronectina tipo Il em seu sitio catalitico, permitindo a desnaturagcédo de colageno tipo IV e V e elastina.
Além disso, MMP-2 esta envolvida em processos no sistema nervoso, na regulagdo da vascularizagdo e em
metastase. O gene MMP-2 apresentou-se hiperexpresso no presente estudo em queimados suplementados
por KGF em células-tronco, portanto em areas de restauracdo da queimadura com maior nimero de
células-tronco e estimuladas por KGF é sugerido que esse gene auxilie na migracéo e reepitelizagéo.

KUBO et al. (2014) a fim de encontrar mecanismos para analisar o tempo da queimadura,
principalmente em criangas que sofrem abusos, decidiram comparar as alteragbes temporais no processo
de cicatrizagdo com a expressédo de 13 genes que participam desse processo. Para isso, foi analisado a
expresséao de citocinas (IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y), quimiocinas (KC, MCP-1), fatores de crescimento



(TGF-B, VEGF), proteases (MMP-2, 9, 13) e colageno tipo | em amostras de pele de rato que sofreram
queimaduras. As amostras foram analisadas por RT-PCR apés 3, 6, 9, 12hs e 1, 2, 3, 5, 7 e 14 dias apods
queimadura e por histologia para avaliar as fases: inflamatéria (3h a 1 dia), proliferativa (1 a 7 dias) e
maturacgdo (7 a 14 dias). As expressodes de IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y e KC aumentaram significativamente
em padrao bifasico de 3hs a 1 dia e de 3 a 7 dias. A expressdo de MCP-1 aumentou significativamente de
9h a 5 dias. Expressdes de IL-10 e TGF-B aumentaram de 12hs a 7 dias e expressdes de VEGF, MMP-2,
MMP-13 e colageno tipo | aumentaram de 3 a 14 dias. Expressbes de MMP-9 aumentaram
significativamente de 6 hs a 14 dias. Esses resultados sugerem que é possivel avaliar a expresséo de
genes combinada com a estimativa da idade da queimadura. Esses resultados sdo compativeis com o
presente estudo.

WU et al. (2016) estudaram como o protoncogene Src participa da migracdo de queratindcitos
durante o processo de cicatrizag&o. Foi feita a hipotese de que as vias de sinalizagdo extracelular regulada
por kinase (ERK) e c-Jun N- terminal kinase (JNK) exercem papel na ativagdo de Src durante a migragéo de
queratinécitos. O estudo demonstrou ainda que Src induz a expressdo da proteina MMP-2 e diminui a
expressao da proteina e-caderina. A expressdo de MMP-2 mediada por Src parece ser regulada por ERK,
evidenciando que a regulagdo de MMP-2 tem importante papel na migracdo de queratindcitos promovida
por Src e é possivel o estudo de um potencial terapéutico de Src no processo de cicatrizagao.

O gene da IL-10 codifica uma proteina que é uma citocina produzida principalmente por monécitos
e, em menor grau pelos linfocitos. Esta citocina tem efeitos pleiotropicos na imunorregulagéo e
inflamagéo. O gene regula negativamente a expressao de citocinas Th1, antigenos MHC de classe Il, e
moléculas co-estimulatérias em macréfagos. Ela também aumenta a sobrevivéncia de células B,
proliferacdo e produgdo de anticorpos. Esta citocina pode bloquear a atividade de NF-kappa B, e esta
envolvido na regulagcédo da via de sinalizacdo de JAK-STAT. Estudos em ratos knockout sugeriu a fungao
desta citocina como um imunoregulador essencial no trato intestinal. Mutagdes neste gene estdo
associadas com um aumento da susceptibilidade a infecgdo pelo HIV-1 e a artrite reumatoide. No presente
estudo o gene IL-10 mostrou-se hiperexpresso em células-tronco de queimadura com KGF, portanto sugere
que o KGF nessa linhagem celular estimula o aumento da expressdo da IL-10, com fungao
imunomoduladora, ao passo que em células diferenciadas mesmo estimuladas por KGF apresentou
hipoexpressao, mostrando uma possivel restricdo a resposta imune.

KANG et al. (1994) demonstraram que, apesar de os queratindcitos humanos acumularem IL-10 in
vivo intracelular apds exposi¢do aos raios UV, a produgido e secregdo mais potente de IL-10 na epiderme
parece ser de macréfagos induzido por UV. Pele infiltrada de secrecdo de macréfagos de tal potente
citocina imunorreguladora pode contribuir para o retardo do ambiente imunossupressor de queimaduras
solares e a atividade de APC alterada dos macréfagos infiltrantes. KAWAKAMI et al. (1997) investigaram os
niveis de citocinas no tecido local apdés a lesdo térmica para identificar os tecidos responsaveis pelo
aumento das mesmas. As amostras constaram de 6 ratos, cada um recebeu uma lesdo por queimadura de
20% de espessura total e foram posteriormente cultivadas. As concentragdes de fator de necrose tumoral-
alfa, interleucina-6 (IL-6), e IL-10 no meio de cultura foram medidos usando um ensaio ELISA. IL-6 em
niveis ndo queimados de pele foram significativamente aumentados em 1 hora e diminuidos apds 24 horas,
em comparagdo com o controle. IL-6 no mdusculo subjacente a queimadura foram reduzidos em 8
horas. Nenhuma elevacao do plasma de IL-6 foi observado apds a lesdo. Nem o fator de necrose tumoral-
alfa e IL-10 foi detectada em qualquer tecido. Os resultados indicam que a pele ndao queimada pode ser
uma importante fonte de producdo de IL-6 apds a lesdo térmica e pode contribuir para as alteragoes
fisiologicas que ocorrem apds essa leséo.

O gene fator de crescimento de fibroblastos-10 (FGF-10), também conhecido como fator de
crescimento de queratindcitos-2 (KGF-2) localiza-se no cromossomo 5 (5p13-p12) e é responsavel por
codificar a proteina de mesmo nome. A proteina FGF-10 atua em atividades mitogénicas, na queratinizagédo
de células epidérmicas e no aumento da deposicdo de tecido de granulagdo e colageno sem agir
diretamente em fibroblastos, exibindo papel semelhante a proteina FGF-7.

PLICHTA & RADEK (2012) estudaram a ag¢do do FGF-10 e do dermatan sulfato (DS) na
cicatrizacado de pacientes queimados. O FGF-10 encontra-se aumentado no microambiente da ferida e atua
no processo de cicatrizagdo, assim como o DS é o principal glicosaminoglicano (GAG) presente em feridas.
Estudos demonstraram que a adigdo de DS poderia aumentar a habilidade do FGF-10 em promover a
migracéo e proliferacdo de queratindcitos e a consequente reepitelizagdo. Assim, DS atua como um cofator
para a maxima responsividade do FGF-10 durante a reparacao tecidual e a combinagdo dos dois pode
servir como novo agente terapéutico para estimular a reepitelizagdo. No presente estudo o FGF-10
apresentou-se hipoexpresso em células-tronco ou ndo, com ou sem KGF e em queimados e controles,
portanto ndo existindo nenhum fator relacionado a sua expresséo diferencial.

SEEGER & PALLER (2015) realizaram uma revisédo a respeito do papel dos fatores de crescimento
na migracao de queratinécitos durante o processo de cicatrizagdo. Foi encontrado que a familia dos fatores
de crescimento de fibroblastos apresenta pelo menos 22 representantes, e que o FGF-7 e o FGF-10
parecem ser 0s principais representantes que exercem efeitos mitogénicos e motogénicos (migragdo) nos
queratinécitos. Também foi sugerido que niveis elevados de IL-1b e TNF-a presentes em feridas crOnicas



levam ao aumento na expressédo das MMPs, que degradam componentes da matriz extracelular e secretam
fatores de crescimento como os FGFs.

O gene Fator de crescimento semelhante a insulina-1(IGF-1) codifica a proteina que esta envolvida
no crescimento e desenvolvimento do corpo humano. Estudos demonstraram que o efeito de uma
queimadura grave tem como consequéncia alteragdo dos niveis sanguineos de IGF-I (ABRIBAT et al.,
1993). A reducao do IGF-1 apds queimaduras graves pode contribuir para prejudicar a cicatrizagdo nestes
pacientes (MULLER et al., 1991). No presente estudo o IGF-1 apresentou-se hiperexpresso, relacionado a
queimadura e a suplementacdo do KGF. O KGF mostra aqui uma acgao importante para ser analisada e
utilizada na clinica como possivel agente tépico para melhorar a cicatrizagdo do queimado.

STROCK et al. (1990) examinaram os efeitos do IGF-1 no estado hipermetabdlico pés queimadura.
O estudo foi realizado com ratos que tiveram 50% de superficie corpérea queimada por escaldo
comparados com ratos que nao sofreram queimadura. Metade dos ratos de cada grupo receberam doses
de 1000 mcg/dia de IGF-1 e a outra metade recebeu volume equivalente de placebo por 14 dias. As taxas
metabdlicas foram medidas pelo consumo de oxigénio nos dias 3, 7, 10 e 14 apds o trauma, pelo peso dos
animais no mesmo intervalo e pela quantidade de IGF-1 sérica. Os resultados demonstraram que os niveis
séricos de IGF-1 diminuiram significativamente apds 14 dias nos ratos queimados comparados com aqueles
que ndo sofreram queimadura. Além disso, os ratos tratados com IGF-1 tiveram um menor consumo de
oxigénio e um aumento no peso comparados aos ratos queimados que receberam placebo. Isso sugere que
IGF-1 provoca alteragdes na resposta metabodlica pds queimadura e aponta um possivel papel no
tratamento de queimados.

SINGH et al. (1998) avaliaram a terapia com hormdnio de crescimento em pacientes queimados.
Foram selecionados 13 pacientes com queimaduras de segundo e terceiro grau que receberam rhGH
(0,51U/kg) por duas semanas e 9 pacientes que receberam apenas o tratamento conservador. Os resultados
demonstraram que os pacientes que receberam rhGH apresentaram melhor cicatrizagdo, menor formagao
de escaras, aumentos de hematdcrito, calcio, fosforo, taxa de filtragdo glomerular e elevacdo de IGF-1
sérico. Também houve menor perda de peso, menor producdo de nitrogénio, diminuicdo da taxa catabdlica
e na duracdo da sepse e diminuicao de 40% no periodo de internagao dos pacientes Por fim, a mortalidade
dos pacientes que receberam tratamento com rhGH foi de 8,3% comparada com 44,5% do grupo ndo rhGH,
demonstrando grande beneficio desse tratamento.

AMIRI et al. (2014) realizaram um estudo experimental a fim de analisar os efeitos da terapia génica
de IGF-1 em feridas de rato. Foi feita cultura de fibroblastos, realizada transferéncia de IGF-1 nesses
fibroblastos por meio do reagente Lipofectamina 2000 e os niveis de expressédo génica foram medidos por
ELISA. Posteriormente, 15 ratos foram divididos em trés grupos e foram criadas feridas no dorso de todos
eles. Os fibroblastos com IGF-1 foram injetados na ferida de um dos grupos e foram comparados com
feridas tratadas com fibroblastos nativos e com solugéo salina. Os resultados demonstraram que a terapia
com IGF-1 provocou um aumento no numero de queratindcitos durante o processo de cicatrizagdo e que a
formacao de tecido de granulagéo foi mais organizada no grupo que recebeu fibroblastos com IGF-1 quando
comparado com 0s outros grupos.

O gene fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2), também conhecido como bFGF, codifica a
proteina FGF-2 que atua no desenvolvimento do sistema nervoso e no crescimento tumoral. Também
exerce um importante papel no processo de cicatrizagdo e na indu¢do de angiogénese. Devido a presencga
de sitios de iniciagédo alternativos no gene, ele é capaz de codificar diferentes isoformas da proteina que
variam em tamanho (18-24kDa). No presente estudo o FGF-2 apresentou-se hipoexpresso em células nao
tronco de controle, enquanto estava hiperexpresso em célula-tronco, estando relacionado a queimadura e a
suplementagao de KGF.

CHENG et al. (2002) estudaram os efeitos do bFGF em miofibroblastos de queimaduras durante o
processo de cicatrizagdo. O estudo foi realizado com 72 ratos que foram submetidos a agua quente (98°C)
e tiveram 30% de area corpdrea queimada. Metade dos ratos recebeu tratamento com bFGF administrado a
cada dois dias e a outra metade ndo sofreu nenhuma intervengao terapéutica. Foram utilizadas técnicas de
hibridizagao in situ e imunohistoquimica para avaliar a expressao de caspase-3, alfa-actina de musculo liso
(aSMA) e fator de crescimento transformante beta (TGF-b). Os resultados demonstraram um aumento na
expressado de aSMA significativamente maior no grupo bFGF do que no grupo sem tratamento ao 7° dia. No
14° dia, a expressdo de aSMA permaneceu maior no grupo bFGF em comparag&o ao grupo controle porém
houve uma reducéo da expressdo comparada ao 7° dia. A expressdo de TGFb também foi maior no grupo
que recebeu bFGF. Em relacdo a caspase-3, sua expressdo atingiu seu pico no 7° dia e inicialmente houve
maior expressao no grupo sem tratamento, porém ao 7° dia ela apresentava-se maior no grupo com bFGF.
Logo, o tratamento com bFGF aumenta a expresséo de TGF-b e tem um efeito ativador nos outros fatores
de crescimento que podem estimular a apoptose de miofibroblastos durante a cicatrizagao.

FU et al. (2003) investigaram a sequéncia na expressao de protoncogenes c-fos, c-myc e fator de
crescimento de fibroblastos basico (bFGF) em tecidos queimados e analisaram os efeitos que as alteragbes
nesses genes podem provocar no processo de cicatrizagdo. Amostras de queimadura de rato foram
coletadas e analisadas por hibridizagdo in situ e por imunohistoquimica e comparadas com tecidos nao
queimados durante 3h, 6h, 1 dia, 3 dias, 7 dias e 14 dias apds queimadura. Os resultados demonstraram
aumento na expresséo génica de c-fos no grupo queimado com pico as 6 hs e presenca desse tanto no



nucleo de fibroblastos quanto de mondcitos. A expressdo de bFGF também foi maior no grupo queimado,
atingiu seu pico no primeiro dia e foi encontrado no citoplasma de fibroblastos. O protoncogene c-myc
apresentou seu pico no terceiro dia e também encontrava-se no citoplasma de fibroblastos. Assim, esses
resultados mostram que a queimadura pode induzir a hiperexpressdo desses genes, 0 que sugere
importante papel na cicatrizagdo e que as diferentes expressdes de c-fos e c-myc atuam na regulagdo de
bFGF. Foi hiperexpresso na queimadura no presente estudo.

O gene integrina subunidade alfa 6 (ITGA6), também conhecido como CD49f, VLA-6 e ITGAGEB,
codifica um membro da familia das integrinas de cadeia alfa. As integrinas codificadas sdo proteinas
integrais de membrana compostas por uma cadeia alfa e uma cadeia beta, responsaveis pela adesao
celular e sinalizagdo. A subunidade alfa pode se associar com uma subunidade beta 1 ou beta 4 para
formar uma integrina que interage com proteinas da matriz extracelular, como as lamininas. A integrina alfa
6 beta 4 pode promover tumorigénese enquanto a integrina alfa 6 beta 1 pode regular a sinalizagdo de
erbB2/HER2. O gene ITGA6 € um dos trés genes cuja alteragdo esta associada a epidermolise bolhosa ea
atresia de piloro (EB-PA) (MUTLU et al., 2015). No presente estudo a ITGA6 apresentou-se hiperexpressa,
relacionada a suplementagao do KGF em queimados, nos dois tipos celulares.

A proteina codificada pelo gene CSF3 é uma citocina que controla a produgéo, a diferenciacédo e a
fungdo dos granulécitos. A proteina ativa € encontrada no meio extracelular, e variantes de splicing
alternativo de transcritos foram descritos para este gene. As células estromais mesenquimais (MSCs)
desempenham um papel importante na regeneracdo do tecido, principalmente através da secrecdo de
fatores troficos que melhoram a reparagao de tecidos danificados. MIRANDA et al. (2015) estudaram os
mecanismos paracrinos pelo qual uma populagdo de MSC derivadas de corddo umbilical (UCX®) promove
a capacidade de migracado de fibroblastos dérmicos humanos e queratinécitos, que é altamente relevante
para a regeneracgao da pele. Além disso, as diferengas entre as atividades paracrinas de MSCs a partir do
tecido do corddo umbilical e da medula éssea (BM-MSCs) também foram avaliadas. Os ensaios de scrafch
in vitro revelou que meios condicionados (CM) obtidos a partir cultura de queratinécitos (HaCaT) e UCX®, e
fibroblastos dérmicos humanos (HDF). Estes ensaios mostraram que a atividade mitogénica das células
UCX (®) cm a HaCaTs foi significativamente mais elevada do que a HDFs, em oposi¢cdo ao efeito
observado com CM produzido pela BM-MSCs que preferencialmente induzida migracdo HDF. Assim, a
quantificacdo comparativa dos fatores-chave de importancia vital nos estagios consecutivos de cicatrizagao
de feridas revelaram perfis muito diferentes entre UCX (®) e BM-MSCs. As células UCX (®) apresentaram
expressao relativamente mais elevada de EGF, FGF-2, KGF e apoia fortemente a indugdo precoce da
migracdo dos queratinécitos e sua fungdo, enquanto que o UCX (®) apresenta expressdo do FEC-G
sugerido por resultados adicionais na mobilizacdo de células relacionadas com a cura incluindo CD34 (-
)/CDA45 (-) precursores (MSCs) que se sabe estarem envolvidas na regeneragéo do tecido. Deste modo, in
vitro, ensaios de quimiotaxia e um modelo in vivo de transplante por quimiotaxia confirmou que UCX (®),
sdo quimiotaxicas para CD34 (-)/CD45 (-) BM-MSCs através de um mecanismo especifico na mobilizagao
de células mediadas por G-CSF. No geral, os resultados sugerem fortemente diferentes atividades
paracrinas entre MSCs derivadas de diferentes fontes de tecido, revelando o potencial de UCX (®) para
estender a capacidade de regeneragéo do organismo, complementando o papel endégena do BM-MSCs.

A seguir serdo discutidos os genes alterados na imunidade, e ressalta-se que 9 genes foram
diferencialmente expressos em células ndo tronco, enquanto em células-tronco foram 42 genes. A
discusséo é baseada nos genes que se repetem em diferentes condicdes.

O gene CCR-5 que codifica um membro da familia de receptores de quimiocina beta, que é uma
proteina transmembrana semelhante aos receptores acoplados a proteina G. Esta proteina é expressa por
células T e macréfagos, e € conhecida por ser um importante co-receptor para o virus macréfago-trépico,
incluindo o HIV, para entrar nas células hospedeiras. Alelos defeituosos neste gene tém sido associados
com a resisténcia a infeccdo por HIV. A expressdo deste gene também foi detectada em uma linha de
células pré-mieloblasticas, o que sugere que esta proteina pode ter um papel na proliferacdo e
diferenciagéo da linhagem de granuldcitos.

ISHIDA et al. (2012) mostraram em camundongos que a auséncia de CCR5 reduziu a acumulagéo
vascular de células progenitoras endoteliais derivadas da membrana basal (EPCs) e neovascularizagao,
mas nao o recrutamento de macréfago, e, eventualmente, a cura atrasada de feridas da pele. Quando
transferidos para o CCR5 -/ - ratos, células MB T CCR5 + / +, mas ndo CCRS5 -/ -, as células acumuladas
no local da ferida, foram incorporadas na vasculatura, e restaurada a neovascularizagdo
normal. Consistente com estas observagbes, CCL5 induziu a migragcdo de EPCs in vitro de uma forma
dependente de CCR5. Além disso, a expressdo de VEGF e TGF- foi substancialmente reduzido em locais
de feridas em CCR5 -/ - ratos, 0 que sugere que EPCs s&o importantes, ndo s6 como os progenitores de
células endoteliais, mas também como fonte de fatores de crescimento durante a reparagdo de tecidos.
Tomados em conjunto, estes dados identificam a interagdo CCL5 / CCR5 como o que acredita-se ser um
alvo molecular novo para a modulagdo da neovascularizagao e eventual reparagao dos tecidos. No presente
estudo CCR-5 foi diferencialmente expressa em células-tronco em queimado suplementado com KGF, que
pode sugerir um estimulo a CCR-5 e neovascularizagdo necessaria ao processo de cicatrizagao.

O gene CXCL8 que codifica uma proteina da familia quimiocina CXC, um dos principais mediadores
da resposta inflamatéria. Esta quimiocina é secretada por varios tipos de células e funciona como um



quimioatraente, e também como potente fator angiogénico. SPIEKSTRA et al. (2007) investigaram quais
mediadores de cicatrizagdo sdo liberados por substitutos da pele, epidérmicos ou dérmicos se as interagoes
entre queratinécitos e fibroblastos estdo envolvidas nesse processo. Foi usado ELISA, anticorpos
neutralizantes e meio de cultura sobrenadante condicionado. Substitutos de pele total e autoenxertos
produzem altas quantidades de mediadores inflamatérios e angiogénicos, IL-6, CCL2, CXCL1, CXCLS8 e
sST2. Substitutos epidérmicos ou dérmicos produzem menos desses mediadores. A IL-1alfa e o TNFalfa
realizam a mediagao sinérgica da secrecdo desses mediadores, com excec¢édo do sST2, de fibroblastos nos
substitutos dérmicos. O substituto de pele total tem maior potencial de estimulo da cicatrizagdo do que
substitutos epidérmicos ou dérmicos.

O gene IL1-R1 codifica uma proteina que é receptor de um membro da familia das citocinas
interleucina-1 (IL-1). Esta citocina € uma citocina pleiotropica envolvida em varias respostas imunitarias,
processos inflamatérios, e na hematopoiese. Esta citocina é produzida por mondcitos e macréfagos como
uma pro-proteina, que é processada proteoliticamente e liberada em resposta a lesdo celular e, assim,
induz apoptose. Este gene e oito outros genes da familia da IL-1 formam um grupo de genes de citocina no
cromossomo 2. Tem sido sugerido que o polimorfismo deste gene esta associada com a artrite reumatoide
e doenca de Alzheimer.

MAN et al. (1999) viu que em resposta a ruptura da barreira existe um aumento acentuado na
epiderme de TNF-alfa e IL-1 e, para determinar o papel de TNF-alfa e IL-1 na mediagao das alteragcbes
cuténeas, foram comparadas as cinéticas de recuperacao de barreira e o grau de hiperplasia epidérmica e
inflamacgéao cutdnea em receptor de TNF (p55) do receptor e IL-1 | tipo | (p80) em camundongos deficientes.
A recuperacdo de barreira foi ligeiramente mais significativamente acelerada independente do método de
ruptura da barreira em ratos deficientes do receptor de IL-1. O grau de hiperplasia epidérmica e inflamagéao
cutdnea seguinte a ruptura da barreira foi semelhante em controle, receptor de TNF, e os ratinhos
deficientes em IL-1 do receptor. O estudo demonstra que o grau de hiperplasia epidérmica e inflamag&o nao
sao alterados em ratinhos deficientes em ambos os receptores do TNF ou receptores de IL-1, indicando que
nem o TNF nem a IL-1 por si s6 s&o essenciais para qualquer reparagédo da barreira ou patologia cutanea
induzida pela perturbacéo da barreira.

No presente estudo a IL1-R1 mostrou-se somente em células-tronco, hiperexpressa em queimadura
com e sem estimulo do KGF, e hipoexpressa em queimadura sem o estimulo do KGF, sugerindo que a
célula indiferenciada responde diferentemente ao estimulo do KGF, necessitando um estudo mais detalhado
para definir sua fungcao especifica na reepitelizagdo e defesa do queimado.

O gene IL-2 codifica a proteina que € uma citocina importante para a proliferagéo de linfécitos T e
B. O receptor dessa citocina € um complexo de proteina heterotrimérica cuja cadeia gama é também
compartilhada por interleucina 4 (IL-4) e interleucina 7 (IL-7). A express&o deste gene em timdcitos maduros
€ monoalélicos, o que representa um modo de regulagdo anormal para controlar a expresséo precisa de um
unico gene. A ruptura direcionada de um gene semelhante em ratos conduz a doenca colite ulcerativa, o
que sugere um papel essencial deste gene na resposta imune aos estimulos antigénicos.

A imunossupressao que ocorre apos lesdo por queimadura causa um aumento na suscetibilidade a
infecgdo. O objetivo de JAFARZADEH et al. (2013) foi o de investigar altera¢des relacionadas com o tempo
de varias citocinas apés lesdo térmica e citocinas para modular o uso de um imunomodulador, a
cimetidina. Os ratos foram anestesiados e uma area de 10% da superficie corporal total foi submetida a
queimadura por imersdo em agua a 90°C durante 9s. Os niveis séricos de citocinas IL-2, IL-10, IL-12, IL-17
e TGF-p foram entado avaliadas varios dias pés-queimadura. Em comparagdo com os ratos controle, nao-
gqueimados e saudaveis, os niveis de IL-2 e IL-17 estavam significativamente diminuidos em 3, 5, 10, e 14
dias ap6s queimadura, os niveis da IL-10 1, 3, 5, e 10 dias apds queimadura, e os da IL-12em 1, 3, 5, 10, e
14 dias ap6s queimadura. A administragdo de cimetidina aumentou significativamente os niveis de IL-2 (em
3, 5, e 10 dias), IL-10 (em 1 e 5 dias), IL-12 (em 3, 5, 10, e 14 dias), e IL-17 (em 3 e 14 dias) em
comparagdo com 0s queimados que ndo receberam drogas. Assim, a cimetidina foi capaz de aumentar
significativamente a IL-2, IL-10, IL-12, e os niveis de IL-17.

JU et al. (2012) resumiram descobertas recentes baseado em microarray, g-PCR e estudos
funcionais de 10 ratos mutantes duplos Scurfy (Sf), que s&o deficientes em FOXP3. Estes estudos
revelaram fungdes proé-inflamatérias novas de IL-2 na regulagédo da inflamagao de uma forma especifica de
6rgéo. IL-2 exerce a sua funcdo proé-inflamatéria 6rgéo especifico, regulando a migragdo e retengcédo de
células T CD4 (+) células-T (Th1 e Th2), especificamente para a pele e pulm&o. Além disso, a IL-2 também
€ necessaria para a regulacdo da resposta de citocinas Th2 durante a ativagao de células-T. Outros estudos
sobre estes genes regulados de IL-2 vai ajudar a identificar novos alvos para intervengao em doengas
inflamatodrias da pele e do pulmao.

No presente estudo a IL-2 mostrou-se somente em células-tronco, hiperexpressa em queimadura
com e sem estimulo do KGF, com um valor muito maior de expressédo quando estimulada pelo KGF, e uma
pequena hiperexpressdo no grupo controle com estimulo do KGF, sugerindo que a célula indiferenciada
responde diferentemente ao estimulo do KGF, também necessitando de um estudo mais detalhado para
definir sua fungao especifica na defesa do queimado.

O gene IL-5 codifica uma citocina que atua como um fator de diferenciagao e crescimento de células
B e eosindfilos. A citocina codificada desempenha um papel importante na regulagdo da formagao de



eosindfilos, maturagdo, sobrevivéncia e recrutamento. O aumento da producdo de citocina pode ser
relacionada com a patogénese de doencas inflamatérias dependentes de eosindfilos. Esta citocina funciona
por meio da ligagdo ao seu receptor, o que € um heterodimero, cuja subunidade beta é compartilhada com
os receptores para a interleucina 3 (IL-3) e fator estimulante de colénia 2 (QCA-2/GM-CSF). Nao foi
encontrado na literatura estudos especificos da IL-5 e queimaduras.

No presente estudo obtivemos IL-5 somente em células-tronco, hiperexpressa em queimadura com
e sem estimulo do KGF, com um valor muito maior de expressdo quando estimulada pelo KGF, e uma
pequena hiperexpressdo no grupo controle com estimulo do KGF, sugerindo que a célula indiferenciada
responde diferentemente ao estimulo do KGF, também necessitando de um estudo mais detalhado para
definir sua fungao especifica na defesa do queimado.

O gene IL-6 codifica uma citocina que atua na inflamag&o e na maturagdo de células B. Além disso,
a proteina codificada foi descrita como pirdgeno endégeno capaz de induzir febre em pessoas com doengas
auto-imunes ou infecgdes. A proteina é produzida principalmente em locais de inflamagéo aguda e crénica,
em que é secretada no soro e induz uma resposta inflamatéria através de transcricdo do receptor de IL-
6alfa. O funcionamento deste gene esta implicado numa ampla variedade de estados de doenc¢a associados
a inflamacéo, incluindo suscetibilidade a diabetes mellitus e artrite reumatoide juvenil sistémica.

LI et al. (2016) referiram que as células mesenquimais (MSCs) podem promover a reparagao
epitelial pulmonar apés a leséo inflamatdria, no entanto, o mecanismo que medeia este efeito permanece
obscura. Os autores examinaram o papel de MSCs (células AT-ll) a restauragdo de células epiteliais na
sequéncia de um insulto inflamatério alveolar tipo Il. As células AT-Il foram expostas as citocinas
inflamatodrias, incluindo o fator de necrose tumoral-alfa, IL-6 e IL-1beta, em seguida, foram co-cultivadas
com MSC durante 72 h. A proliferagdo celular, expressao de proteina tensioativa A (SP-A) e a expresséo da
subunidade alfal foram avaliadas respectivamente pela contagem celular, Western blot e PCR
semiquantitativa. O siRNA do fator de crescimento de queratinécitos (KGF) foi aplicado para animais
knockdown os principais fatores citoprotetores em células MSC. Na sequéncia do insulto inflamatério, as
células AT-ll foram observadas, exibindo as caracteristicas de morfologia celular lesionada, reduziu a
proliferacao celular e reduzida expressao de SP-A e a subunidade alfa1. A co-cultura com MSCs melhorou
significativamente essas deficiéncias celulares, enquanto que estes beneficios foram enfraquecidos pela
aplicacdo de KGF siRNA. Ao mesmo tempo, os niveis de proteina quinase B fosforilada (AKT) e rapamicina
em em células AT-ll, com expressao regulada positivamente pelas células MSC, sugerindo ativagédo da
fosfoinositida 3-quinase (PI3K). Estes dados demonstram que a administracdo de MSC para a insulto por
inflamacéo em células AT-ll pode melhorar as deficiéncias através de uma via de sinalizagdo dependente
de KGF PI3K/AKT/mTOR.

No presente estudo obtivemos IL-6 somente em células n&o tronco, portanto sugere ser dependente
da diferenciagdo celular, hipoexpressa e hiperexpressa em queimadura sem estimulo do KGF e com,
respectivamente, sugerindo ser uma resposta relacionada a queimadura, mas ndo dependente do estimulo
do KGF, mostrando resultado diverso de LI et al. (2016), que foi um estudo em células do epitélio pulmonar
e nao da pele como o presente estudo.

O gene IL17A codifica uma proteina que é uma citocina pré-inflamatéria produzido por células T
ativadas. Esta citocina regula as atividades de proteinas quinases ativadas por mitégenos NF-kappaB. Esta
citocina pode estimular a expressao de IL-6 e ciclooxigenase-2 (PTGS2 / COX-2), bem como aumentar a
producédo de o6xido nitrico (NO). Os niveis elevados de citocinas estdo associados com varias doengas
inflamatérias cronicas, incluindo a artrite reumatoide, psoriase e esclerose multipla. Especificamente a
familia IL17 tem sido associada com o pior prognéstico em cancer de mama, por efeitos diretos nas células
tumorais promovendo a sobrevivéncia das células tumorais e a invasividade, atuando na regulagdo da
angiogénese tumoral e por interagbes com células mieldides supressoras (MDSCs) que inibem a resposta
imune antitumoral e colabora no sitio de metastase a distancia (WELTE & ZHANG, 2015).

No presente estudo a IL17A apresentou-se hiperexpressa somente em células-tronco de paciente
com queimadura que recebeu suplementacdo de KGF. Como néao existe literatura relacionando IL17A e
KGF ou queimadura, podemos associar o achado de invasdo de célula tumoral e angiogénese para a
queimadura, e sugerir que essa hiperexpressdo somente em células-tronco com KGF seja uma possivel
resposta positiva para a migragao e aceleracado do fechamento das feridas.

O gene IL-23A codifica uma subunidade da citocina heterodimérica IL-23. IL23 é composto por esta
proteina e a subunidade p40 da interleucina 12B (IL12B). O receptor de IL23 é formado pela subunidade
beta 1 de IL-12 (IL12RB1) e uma subunidade especifica IL23, IL23R. Ambos, IL23 e IL12, podem ativar o
ativador de transcricdo STAT4, e estimular a produgéo de interferon-gama (IFNG). Em contraste com IL12,
que atua principalmente em células T CD4 (+) jovens, IL23 atua preferencialmente nas células T CD4 (+) de
memoria. A interleucina-23 é reconhecido por desempenhar um papel no recrutamento de células
inflamatoérias em uma célula T auxiliar (Th) em uma doeng¢a mediada.

LEE et al. (2004) examinaram lesdes da pele da psoriase para a produgdo da IL-23, que é
composta por duas subunidades: uma subunidade p19 e uma unica subunidade p40 partilhada com a IL-
12. Encontraram um aumento de mRNA p19 por PCR na pele lesionada em comparagdo com a pele nao
lesionada. A subunidade p40, partilhada pela IL-12 e IL-23, apresentou um aumento de 11,6 vezes em
comparagdo com a pele ndo lesionada, mas a subunidade p35 de IL-12 ndo mostrou aumento na pele



lesionada. IL-23 foi expressa principalmente por células dérmicas e um aumento da imunorreatividade de
p40 foi visualizado em grandes células dérmicas nas lesbes. Esses dados sugerem que a IL-23
desempenha um papel mais dominante do que a IL-12 no tratamento da psoriase, um tipo Th1 de doenga
inflamatéria humana.

GANZETTI et al. (2015) estudaram a express&o imuno-histoquimica de interleucina-17 (IL-17), IL-23
e p73 em 35 melanomas malignos e os comparou com nevos melanociticos benignos e nevos de Spitz,
correlacionando-os com variaveis clinico-patoldgicas. Diferengca significativa na intensidade e na
percentagem de células coradas de IL-17 e IL-23 foi encontrada no grupo de melanoma de nevos benignos
em comum, que ndo se correlacionam com a espessura de Breslow, nem o nivel de Clark. Além disso, a
coloragédo p73 e a percentagem de células coradas foi significativamente maior em todos os melanomas
estudados, com uma distribuicdo citoplasmatica peculiar. Essas descobertas podem sugerir um possivel
envolvimento da IL-17, IL-23, e do p73 em melanomas cutdneos com um impacto na invasdo do melanoma.

No presente estudo a IL23A apresentou-se hiperexpressa somente em células-tronco de paciente
com queimadura que recebeu suplementagdo de KGF, com resultado semelhante ao da IL17A.

O gene receptor de interleucina 1 associado a quinase 1 (IRAK1) codifica uma proteina quinase
que é responsavel pela hiper regulagdo da transcricdo do fator NF-kappa B. O sistema imune inato esta
equipado com mecanismo sensivel e eficiente para fornecer uma primeira defesa imediata, linha contra
infecgbes. Receptores Toll-like (TLR) detectam agentes patogénicos e o receptor da IL-1 (IL-1R) permite
que as células respondam rapidamente com as citocinas inflamatérias através de uma resposta protetora
eficiente. A IL-1 quinases receptoras ativadas (IRAKs) sdo mediadores chave nas vias de sinalizagdo de
TLR/IL-1 Rs. Por meio das suas fungdes de quinase e do adaptador, IRAKSs iniciam uma cascata de eventos
de sinalizagdo levando eventualmente a indugédo da expressdo do gene alvo inflamatéria. Devido a este
papel central, a fungdo da IRAK também ¢é altamente regulada através de varios mecanismos (GOTTIPATI
et al., 2015). No presente estudo o gene IRAK1 apresentou-se hiperexpresso somente em células-tronco de
pacientes com queimadura que receberam suplementacdo de KGF. Como néo existe literatura relacionando
IRAK1 e KGF ou queimadura, podemos associar com essa fungdo chave de mediagido da sinalizagdo da
defesa inata, e sugerir que essa hiperexpressdo somente em células-tronco com KGF seja uma possivel
resposta positiva para a defesa do paciente queimado, que pode ser mediada pelo KGF.

O gene proteina quinase 1 ativada por mitdégeno (MAPK1) codifica uma proteina da familia MAP
quinase. As proteinas MAP quinases atuam como ponto de integragdo para multiplos sinais bioquimicos e
estdo envolvidos em diversos processos celulares, como proliferagdo, diferenciacdo, regulacdo da
transcricdo e desenvolvimento celular. Um estudo sugere que essa proteina atua como um repressor
transcripcional independente de sua atividade quinase.

O gene da proteina quinase 8 ativada por mitégeno (MAPK8) codifica uma proteina da familia MAP
quinase. A ativagdo dessa proteina pelo TNF-alfa é fundamental para a apoptose induzida. Também esta
associada a apoptose induzida por radiagado UV, relacionada a via de morte celular do citocromo c. Estudos
mostram também que essa proteina quinase desempenha papel fundamental na proliferagao, apoptose e
diferenciagao de células T.

A regulacao da proliferagcéo e diferenciagdo de queratinécitos € um processo complexo e dinamico,
que envolve a ativagdo de multiplas vias de sinalizagdo desencadeada por diferentes fatores de
crescimento. O fator de crescimento de queratinécitos (KGF) € um mitogeno potente, mas de forma
diferente de outros fatores de crescimento, € também um indutor potente de diferenciacdo. As vias de MAP-
quinase e AKT estdo envolvidas na proliferagcdo e diferenciagdo de muitos tipos de células, incluindo
queratinécitos. Os resultados mostraram que os mecanismos de acdo de KGF e que é a ativagao
sustentada da cascata de sinalizacdo MAPK provoca uma regulagdo negativa da AKT dependente da dose.
Também demostrado a expressao crescente de substratos, tais como KGFR PAK4 durante a diferenciagao
de queratinécitos paralela a regulagéo positiva do receptor (LOTTI et al., 2007).

No presente estudo o gene MAPK1 apresentou-se hiperexpresso somente em células-tronco de
pacientes com queimadura que receberam ou nao a suplementagdo de KGF, sendo um valor maior nos que
receberam. A MAPK1 também apareceu na avaliagdo da cicatrizagdo, hiperexpressa em células-tronco ou
ndo em queimadura estimulada por KGF. A MAPK8 apresentou-se hiperexpressa somente em células-
tronco de queimado e controle, com e sem estimulo de KGF. Portanto, para ambos, o KGF nao foi
determinante, assim como se a célula era diferenciada ou ndo e para queimado e controle. Esses achados
sugerem que a regulacéo e agdo das MAPK é muito completo e depende de varias variaveis, necessitando
de novos estudos para detalhar o funcionamento desses mecanismos.

O gene 1 ativador da recombinagdo (RAG1) codifica uma proteina envolvida na ativagdo da
recombina¢do da imunoglobulina VDJ. Esta envolvida também no reconhecimento do substrato do DNA.
Mutagdes do gene RAG em humanos estdo associados com grande espectro de fenoétipos clinicos, desde
severa imunodeficiéncia até a doengas autoimunes.

O fator de crescimento de fibroblastos 7 (FGF-7), ou também chamado fator de crescimento de
queratinécitos (KGF) é uma glicoproteina de 163 amino acido sintetizada e segregada por células
mesenquimais (fibroblastos ou fibrocitos) em 6rgéos epiteliais, funcionando assim como um mediador
paracrino de proliferagdo de células epiteliais. Na bexiga urinaria, o FGF-7 é transportado a partir da |amina
através da membrana urotelial para onde, em Uultima analise, liga-se a variantes de processamento do



receptor de FGFR2 presentes na superficie basolateral das células epiteliais de transicdo. Foi aplicado 100
microgramas/ml de FGF-7 recombinante (rFGF-7) a ratos RAG1-deficiente (n=3), durante 7 dias e
observou-se uma expansdo marcante do urotélio da bexiga urinaria. Esta expanséao foi caracterizada por
uma camada de urotélio estratificada acima de 20 células de espessura e por imunocoloragéo positiva para
o0 marcador de proliferacdo Ki-67. Em contraste, os ratos RAG1-deficientes (n=3) que receberam apenas
injecdo de tampdo ndo mostraram expanséao urotelial detectavel. O rFGF-7 foi detectado por analise de
imunotransferéncia no soro, mas ndo na urina, a partir de ratos RAG1 deficientes que receberam a proteina
recombinante. Os ratos que tém uma ruptura direcionada no gene que codifica a V(D)J RAG1 gene de
ativacdo de recombinacdo tém pequenos 6rgaos linféides sem linfocitos T e B maduros, devido a
incapacidade de os progenitores de células para realizar a V(D)J recombinacéo. A atividade biologica de
FGF-7 em ratos RAG-1 indica que os mecanismos dependentes da imunidade ndo sdo necessarios para a
inducdo da proliferagdo de células uroteliais por este fator de crescimento especifico das células epiteliais
(BASSUK et al., 2003).

O gene TLRY7 codifica uma proteina da familia dos receptores tipo Toll que tém papel essencial no
reconhecimento de patégenos e na ativagdo da imunidade inata. Receptores tipo Toll reconhecem padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) que sdo expressos em agentes infecciosos, e medeiam a
producdo de citocinas necessarias para o desenvolvimento de uma imunidade efetiva. Esse gene é
predominantemente expresso em pulmao, placenta e bago, e fica a pouca distancia de outro gene dessa
mesma familia, TLR8, no cromossomo X.

Imiquimod é conhecido por exercer os seus efeitos através do receptor de tipo Toll 7 (TLR7) ou
TLRS8, resultando em expressao de citoquinas pro-inflamatérias e quimiocinas. Os queratinécitos ndo sao
conhecidos por expressar TLR7 e TLR8, e a acao de imiquimod pode ser mediada pelo receptor da adenina
e ndo de TLR7 ou TLR8. No estudo de LI et al., (2013) revelou a expressao de TLR7 em queratindcitos
apds a diferenciagdo induzida por calcio. Depois da adicdo de calcio a cultura de queratindcitos, as
respostas imunolégicas induzidas por imiquimod, tais como a ativagdo de NF-kB e a inducdo de TNF-alfa e
IL-8, foram mais rapida e mais forte. Além disso, o imiquimod induziu a expressdo de TLR7, e atuou
sinergisticamente com o calcio para induzir citocinas pré-inflamatérias. Foi confirmado que as respostas
induzidas pela imiquimod foram significativamente inibidas por microRNAs suprimindo a expressdo de
TLRY. Estes resultados sugerem que TLR7 expresso em queratinécitos desempenham um papel chave na
ativacao da sinalizagdo de NF-kB por imiquimod, e que a sua modulagdo em queratinécitos poderia fornecer
um potencial terapéutico para muitas doengas inflamatoérias da pele.

O gene TLR9 codifica a proteina que pertence a familia dos receptores do tipo Toll (TLR). Os varios
TLR exibem diferentes padrées de expresséo. Esse gene é preferencialmente expresso em tecidos ricos em
células imunes, como o bago, os nddulos linfaticos, medula 6ssea e leucdcitos sanguineos periféricos.
Estudos em ratos e humanos indicam que esse receptor medeia uma resposta celular a dinucleotideos CpG
nao metilados em DNA bacteriano para resultar em uma resposta imune inata.

PIVARCSI et al. (2007) fizeram uma revisdo a respeito da supressdo da inflamagdo da pele
independente do receptor do tipo Toll 9 através de oligonucleotideos CpG. Eles estudaram vias
independentes de TLR9 para o reconhecimento de oligodeoxinucleotideos. A ativagdo dessa via parece
levar a supressao da produgao de citocinas in vitro e diminuicdo da inflamagéao da pele in vivo.

OLARU et al. (2010) estudaram se linhagens de queratinocitos podem ser utilizadas para estudar
mecanismos da resposta imune inata. Queratinécitos humanos primarios, além de linhagens celulares
HaCaT, CCD 1106 KERTr e HEKOO01, foram tratados com uma variedade de ligantes de TLR. Foi
determinada a expressao de IL-8, CCL20 e CXCL10. Todas as trés linhagens celulares expressaram TLR1-
6 e TLR9. A linhagem KERTr respondeu aos mesmos ligantes de TLR que os queratinocitos primarios.
HEKO001 aparentou teve expressdo aumentada de TLR5. Os dados coletados pelo estudo mostraram que
secrecao de IL-8 independente de TLR7 e TLR8 por queratinocitos apos tratamento com imiquimode. As
diferentes linhagens celulares representam ferramentas complementares para estudos moleculares de
resposta imune inata da pele.

GREGORIO et al. (2010) mostraram que células dendriticas plasmacitoides (pDCs) tém a habilidade
de detectar acidos nucleicos derivados do hospedeiro liberados durante feridas comuns na pele. Foi
descoberto que elas infiltram rapidamente feridas na pele e produzem IFNs tipo 1 através de
reconhecimento de acidos nucleicos dependente de TLR7 e TLR9. Esse processo foi critico para a indugao
de uma resposta inflamatoéria rapida e a reepitelizagdo da pele traumatizada. Esses dados mostraram um
novo papel de células dendriticas plasmacitéides em sentir danos no tecido e promover a reparagao de
feridas na superficie da pele.

SHEN et al. (2012) examinaram os efeitos de queimadura nas respostas de células dendriticas
convencionais esplénicas (cDC) e células dendriticas plasmacitéides (pDC) a ativagdo de TLR9. Foram
analisadas as produgdes de citocinas pelas células cDCs e pDCs, além de outras células da imunidade.
Apesar de existir uma associagdo entre uma resposta imune inata hiperativa apds ferimento severo, os
dados oferecidos por esse estudo mostram que DCs, tinham reatividade de TLR9 atrapalhada e atividade
de células T disfuncional. Eles concluiram que a queimadura atrapalhou a imunobiologia de DCs resultando
em supressao da resposta imune adaptativa.



No presente estudo TLR7 apresentou-se somente em células-tronco, hiperexpresso quando
estimulado por KGF em controle e com valores bem maiores em queimados, e mostrou-se hipoexpresso
em queimado sem o estimulo de KGF. O TLR9 apareceu hipoexpresso em células-tronco e ndo tronco sem
estimulo de KGF em queimados, mas apareceu hiperexpresso com estimulo de KGF em células-tronco de
queimados e controle. Nao existe um padrdo de expressdo, e como a sinalizagcado via TLRs e PAMPs é
muito importante na queimadura é necessario estudos mais detalhados focando essas moléculas para sua
real agdo na defesa.

A proteina codificada pelo gene TRAF6 € um membro da familia de proteinas do fator associado ao
TNF (TRAF). Proteinas TRAF estdo associadas e medeiam a transducdo de sinal de membros da
superfamilia de receptores TNF. Além disso, medeiam também a sinalizagdo de membros da familia Toll e
IL-1. Essa proteina também interage com diversas quinases proteicas incluindo IRAK1/IRAK, SRC e
PKCzeta, o que oferece um link entre distintas vias de sinalizagdo. Essa proteina funciona como uma
transdutora de sinal na via NF-kappaB que ativa a lkappaB quinase (IKK) em resposta a citocinas pro
inflamatorias. A interagdo entre essa proteina com UBE2N/UBC13 e UBE2V1/UEV1A, que sdo enzimas
conjugadoras de ubiquitina as quais catalisam a formacéo de cadeias de poliubiquitina, foi provada ser
necessaria para a ativagéo de IKK por essa proteina. Ela também interage com o complexo do receptor do
fator de crescimento transformante beta (TGF-beta) e é necessaria para a ativagdo independente de Smad
de JNK e quinases p38. Foram reportadas duas variantes que sofreram splicing transcricional alternativo,
que codificam uma mesma proteina.

MOORE et al. (2007) avaliaram o padrédo temporal de expressdo de importantes genes
sinalizadores da imunidade em pacientes com variadas queimaduras de area completa da superficie
corporal durante a primeira semana apos a queimadura. Foram coletadas fragbes celulares mononucleares
de sangue periférico de cada paciente em dois periodos de tempo, um logo apds a queimadura e outro uma
semana depois. Eles descobriram que a expressao genica estava indiretamente relacionada ao tamanho da
queimadura. Queimaduras menores de 30% da area corporal queimada resultaram em hiper-regulagcéo de
diversos genes medidos e o contrario foi verdadeiro para queimaduras menores. Eles concluiram que
queimaduras maiores estabelecem condi¢cdes para severa imunossupressao hipo-regulando genes-chave
da sinalizacao da resposta imune e pode ser uma explicagao para a maior susceptibilidade a infecgbes pos-
queimadura.

Os resultados obtidos no presente estudo séo relevantes e originais, ndo existem dados na literatura
que tenham focado na pele ao redor da queimadura para se ter uma informagéo objetiva dos processos que
ocorrem ao redor da area de necrose da queimadura, permitindo obter-se um grande painel de genes
diferencialmente expressos que devem ser estudados especificamente para entender melhor o processo de
imunidade e de cicatrizagao, fundamental para o desenvolvimento de melhor tratamento ao queimado em
termos de minimizar infecdes e melhora da cicatrizagdo. O ponto limitante desse estudo foi ndo ter sido
realizado a expressdo proteica concomitante, posto que o treinamento no laboratério de colaboragao
escolhido foi muito longo por falta de pessoal, e foi associado a deficiéncia técnica dos marcadores
comprados, referidos pelo propria empresa que repds em verba nos uUltimos dias por ter analisado como de
baixa qualidade o material. Portanto, esse estudo continuara em novo auxilio a pesquisa, onde sera
solicitado equipamento para PCR e também para wester blotting, para que o grupo nao fique dependente de
outros laboratérios que determinam o insucesso por motivos de forga maior, mas que nao é possivel se
manter em momentos de crise financeira com auséncia de técnicos preparados para o desenvolvimento de
processos.

CONCLUSOES

Na analise da expressédo génica de queratindcitos primarios cultivados de pacientes queimados,
suplementados pelo KGF, separados pelo método do Aldefluor, e avaliado a expressdo génica de
marcadores de cicatrizacdo e da imunidade, mostrou que as células-tronco apresentaram um maior nimero
de genes expressos, sendo que quando estimulados pelo KGF em queimados a maioria desses genes
foram expressos. Genes de relevancia para ser alvo de novos estudos sao: IGF-1, ITGA6, MMP2, MAPK1,
MAPKS, IL-2, IL-5, IRAK1, CCR5, IL17A, IL23A, RAG1, TRAF6, TLR7 e TLRO.
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