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RESUMO

A esclerose multipla (EM) é uma doenga neurodegenerativa que afeta em torno de
2,8 milhdes de pessoas no mundo, sendo a maioria adultos em idade ativa. Os
disturbios moleculares causadores da sua patogénese seguem incertos, mas
sabe-se que linfécitos participam na destruicdo autoimune da bainha de mielina,
prejudicando o envio de sinais nervosos a periferia do corpo. Sintomas motores,
visuais, cognitivos e psicologicos fazem parte do conjunto de perturbagbes
fisiologicas da doenga. Quatro fendtipos clinicos sdo observados, dos quais a
esclerose multipla secundaria progressiva (EMSP) apresenta um diagndstico mais
complexo. Como resultado, € comum haver atrasos no diagnostico e exposigcéo a
terapias pouco eficazes no controle da progressao, o que gera efeitos colaterais
indesejaveis e 6nus econémico. Sabendo que os eventos clinicos na condi¢do séo
precedidos por eventos moleculares, o objetivo deste estudo foi caracterizar seu
perfil molecular para identificar genes e vias biolégicas desregulados positivamente
em lesdes da EMSP. Para tanto, foram usados conjuntos de dados transcriptdmicos
depositados no MS Atlas, referentes a lesées da EMSP do tipo ativa, inativa, crbnica
ativa, remielinizante e substancia branca de aparéncia normal (NAWM). Os plug-ins
String-App e MCODE foram executados no Cytoscape para a identificacao de redes
de interacao e clusters. A plataforma g:Profiler realizou o enriquecimento funcional
de vias. Genes desregulados em outras doengas neurodegenerativas foram
excluidos com base nos dados do Allen Brain Map e Expression Atlas. Inicialmente,
foram selecionados 4.800 genes superexpressos entre as lesdes, dos quais apenas
2.375 foram considerados especificos dentre as lesbes. Apds as analises
computacionais, apenas 172 genes seguiram no estudo, sendo as lesdes cronica
ativa, inativa, ativa e remielinizante associadas a 87, 51, 15 e 16 vias especificas,
respectivamente. A via Wnt n&o canénica foi associada ao desenvolvimento da lesdo
cronica ativa por meio do gene WNT5A, o que corrobora com a agao inflamatéria de
microglias. Na lesdo inativa, foi discutido o papel de HSP90AA1 na inibigdo da agéo
de HSPs na via de atenuacgao da agao de chaperonas, o que limita a resposta ao
estresse. Como esperado, a lesdo ativa se associou a diversos eventos
imunoldgicos, como a sinalizagdo por interferons. O gene CFLAR parece ser
essencial para perpetuar a resposta de linfocitos nessa lesdo ao inibir a morte
celular. A lesdo remielinizante apresentou genes superexpressos associados ao
reparo tecidual, diminuicdo da permeabilidade na BHE e aumento do metabolismo
do colesterol, dentre os quais destacam-se COL4A6 e HSPG2. NAWM foi excluida
da analise por ndo conter genes especificos na rede de interagcdo. Nossos dados
demonstram que diferentes perfis moleculares coexistem na EMSP e contribuem
com sua patogénese. Estudos clinicos e laboratoriais sdo necessarios para validar o
uso dos genes citados como biomarcadores.

Palavras-chave: Esclerose Multipla Secundaria Progressiva. Bioinformatica.
Biomarcadores Moleculares. Vias biologicas. Transcriptoma.
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a neurodegenerative disease that affects around 2.8 million
people worldwide, most of them working-age adults. The molecular trigger causing its
pathogenesis remains unclear, but it is known that lymphocytes participate in the
autoimmune destruction of the myelin sheath, impairing the transmission of nerve
signals to the periphery of the body. Motor, visual, cognitive, and psychological
symptoms are part of the range of physiological disturbances associated with the
disease. Four clinical phenotypes are observed, of which secondary progressive
multiple sclerosis (SPMS) presents a more complex diagnosis. As a result, there are
often delays in diagnosis and exposure to ineffective therapies to control progression,
leading to undesirable side effects and economic burden. Knowing that the clinical
events of the condition are preceded by molecular events, the aim of this study was
to characterize the molecular profile to identify upregulated genes and biological
pathways in SPMS lesions. For this purpose, were used transcriptomic datasets from
the MS Atlas referring to SPMS lesions, including active, inactive, chronic active,
remyelinating and normal-appearing white matter (NAWM). The String-App and
MCODE plug-ins were executed in Cytoscape to identify interaction networks and
clusters. The g:Profiler platform performed the functional pathway enrichment.
Dysregulated genes in other neurodegenerative diseases were excluded based on
data from the Allen Brain Map and Expression Atlas. Initially, 4,800 overexpressed
genes were selected among the lesions, of which only 2,375 were considered
lesion-specific. After computational analyses, only 172 genes remained in the study.
The non-canonical Wnt pathway was associated with the development of chronic
active lesions through the gene WNT5A, which supports an inflammatory response of
microglia. In inactive lesions it was discussed the role of HSPO90AA1 in inhibiting
HSPs in the attenuation pathway of chaperone action, which limits the stress
response. As expected, active lesions were associated with various immunological
events, such as interferon signaling. The gene CFLAR appears to be essential for
perpetuating lymphocyte responses in these lesions by inhibiting cell death.
Remyelinating lesions showed overexpressed genes associated with tissue repair,
decreased blood-brain barrier permeability, and increased cholesterol metabolism,
among which COL4A6 and HSPG2 were the most relevant. NAWM was excluded
from the analysis due to the lack of specific genes in the interaction network. Our
data demonstrate that different molecular profiles coexist in SPMS and contribute to
its pathogenesis. Clinical and laboratory studies are needed to validate the use of the
mentioned genes as biomarkers.

Key words: Secondary Progressive Multiple Sclerosis. Bioinformatics. Molecular
biomarkers. Biological pathways. Transcriptome.
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1 INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) é a principal condigdo neurolégica causadora de
incapacidades em jovens adultos (MULTIPLE SCLEROSIS INTERNATIONAL
FEDERATION, 2020). Ao menos 2,8 milhdes de pessoas sao acometidas pela EM
no mundo (WALTON et al., 2020), das quais 40 mil sdo brasileiras, segundo a
Associagcdo Brasileira de Esclerose Multipla (ABEM, 2024). A etiologia desta
condicdo bem como seus mecanismos moleculares nao séo claros, porém a
neurodegeneracado esta relacionada a uma resposta imunomediada por linfocitos,
gue atacam e destroem a bainha de mielina presente em fibras axonais, resultando
na interrupgado de impulsos nervosos para diferentes 6rgaos e tecidos (REYNOLDS
et al., 2011). Consequentemente, diversas funcbes fisiolégicas podem ser
comprometidas, como a motora, visual, cognitiva e psicolégica (WHO, 2023).
Apesar da chance de sobrevivéncia ser alta (MYHR et al., 2001), a evolugao desta
patologia pode levar a condi¢des severas de incapacidade, dificeis de predizer a
longo prazo (CONFRAVEUX; VUKUSIC, 2006).

Quanto ao diagnéstico, ndo ha um sinal patognoménico ou biomarcador
especifico que a diferencie de doengas similares (SOLOMON et al.,, 2016). A
determinacdo do fendtipo clinico é feita com base na atividade e progressédo da
doenga, sendo eles: sindrome clinicamente isolada (CIS) recorrente-remitente
(EMRR), secundaria progressiva (EMSP) e primaria progressiva (EMPP) (LUBLIN et
al., 2014). Embora a EMRR seja o curso mais frequente, dois tercos desses
pacientes progridem para a EMSP em até 28 anos apdés o diagndstico, sendo
metade deles nos 15 primeiros anos. Uma piora significativa no quadro é entado
observada, visto que quase todos precisaréo de auxilio para caminhar e 58% deles
estardo confinados a uma cama ou cadeira de rodas (SCALFARI et al., 2014). Nesse
cenario, a caracterizagado do fenotipo da EMSP tem grande importancia para mitigar
os danos aos pacientes, que necessitam de uma abordagem terapéutica distinta da
EMRR.

Na pratica, o diagnéstico da EMSP é complexo pois desde o diagndstico
inicial de EM erros e atrasos de até 2,4 anos ocorrem devido a ma compreensao e
aplicacao dos critérios de McDonald, principalmente em paises subdesenvolvidos
(CAVENAGHI et al., 2017; SOLOMON et al., 2021). Até o momento, nao ha critérios

clinicos ou paraclinicos capazes de determinar o ponto exato de transi¢cdo entre
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EMRR e EMSP (LUBLIN et al., 2014). Por essa razao, o diagnéstico definitivo da
EMSP sofre um atraso médio de mais 3 anos, o que expde 0 paciente a terapias
ineficazes para a fase progressiva, resultando em efeitos colaterais e gastos
desnecessarios a0 mesmo tempo em os sintomas se agravam (SAND et al., 2014;
ROJAS et al., 2021).

A nivel imunohistoquimico, o cérebro de individuos com EM apresentam 5
padrées de lesdes: ativa, inativa, cronica ativa, remielinizante e de aparéncia normal
(FRISCH et al., 2020; ELKJAER et al., 2019; FRISCHER et al., 2015; LUCHETTI et
al., 2018). Esses padrbes podem coexistir nos fendtipos clinicos, incluindo EMSP,
sendo importante investigar individualmente cada um deles para a correta
caracterizacao do perfil molecular da EMSP. Uma vez que a expressao clinica da
patologia € precedida pela mobilizagdo de um conjunto mecanismos moleculares,
investiga-los pode auxiliar na caracterizagdo de vias e genes importantes na
patogénese da EMSP, uteis para a inferéncia de biomarcadores.

A principal forma de identificar genes candidatos a marcadores é analisando
o perfil de expressédo génica da doenga, obtido por técnicas como sequenciamento
de RNA, microarrays e gPCR. Contudo, esses processos sao relativamente caros e
demorados, especialmente em analises de transcriptoma completo. Uma alternativa
viavel e econbmica a essas técnicas € a analise de conjuntos de genes ja
armazenados em bancos de dados disponiveis publicamente (FRISCH et al., 2020).
Aplicando ferramentas de biologia de sistemas, €& possivel fazer analises de
enriquecimento funcional desses conjuntos de dados e inferir quais s&o principais as
vias e mecanismos desregulados e genes chave na patologia investigada
(RAUDVERE et al., 2019). Portanto, esse estudo visa identificar genes candidatos a

biomarcadores e vias envolvidas na patogénese de diferentes lesbes da EMSP.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EpiDEmMIOLOGIA DA EM

A esclerose multipla (EM) é uma condigdo de saude crdnica, autoimune e

neurodegenerativa que atinge 2,8 milhdes de pessoas no mundo (WALTON et al.,
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2020), sendo a principal causa nao traumatica de incapacidade neuroldgica
permanente em adultos (MULTIPLE SCLEROSIS INTERNATIONAL FEDERATION,
2020). A prevaléncia média mundial estimada € de 35,9 casos a cada 100.000
habitantes, podendo chegar até a 142 casos em algumas regides. Em 2019 foram
notificados 59 mil novos casos de EM e 22 mil mortes em escala global, o que
sugere uma tendéncia crescente na incidéncia e mortalidade dos pacientes nos
ultimos 30 anos (QIAN et al., 2023). A doenca incide predominantemente em jovens
adultos com idade média de 32 anos e em mulheres numa proporg¢ao de 2 mulheres
a cada homem (WALTON et al., 2020).

A distribuicdo da doenga no mundo esta correlacionada com o gradiente
latitudinal, sendo mais prevalente em regides mais distantes da linha do Equador.
Desta forma, um maior indice de prevaléncia é observado na América do Norte,
Europa, Australia e Nova Zelandia (Figura 1) (MOGHADAM et al., 2021;
MOGHADDAM et al., 2021).

Figura 1- Distribuicdo global da EM
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Fonte: Adaptado de WALTON, 2020.

No Brasil, a Associacao Brasileira de Esclerose Multipla (ABEM) estima que
cerca de 40 mil pessoas vivem com a doenca no pais, sendo observada uma

prevaléncia média de 19 casos por 100.000 habitantes. O perfil de pacientes revela
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que mais de 70% dos afetados sdo do sexo feminino com idade entre 30 e 45 anos
(Figura 2) (ABEM, 2024; WALTON et al., 2020). A maior prevaléncia entre regides é
encontrada no Sul do pais (27 por 100.000) e a menor no Nordeste (1,36 por
100.000) (PEREIRA et al., 2015). Em 10 anos, a doenca foi responsavel por 41 mil
internagcdes e mais de 3 mil mortes de acordo com os casos notificados no
DATASUS (COELHO et al., 2023). Devido aos escassos dados epidemioldgicos
sobre esta patologia no pais, ndo foram encontradas estimativas validas sobre a

incidéncia.

Figura 2- Distribuigédo etaria e sexo de pacientes com EM
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Fonte: Adaptado de ABEM, 2020.

2.2 BAses FiSIOPATOLOGICAS

A EM é caracterizada por uma desmielinizacdo focal imunomediada
disseminada com maior afeccdo da substancia branca, no entanto observa-se
também o comprometimento da substancia cinzenta do cérebro. A patologia da
substancia branca € caracterizada por multiplos focos inflamatérios acompanhados
de infiltrados leucocitarios perivasculares, perda de oligodendrécitos,
desmielinizagdo com perda axonal variavel e cicatrizes astrociticas reativas. Por

outro lado, a substéncia cinzenta apresenta desmielinizagdo sem uma presenca
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notavel de infiltrados leucocitarios (REYNOLDS et al., 2011; LASSMAN; HORSSEN,
2011).

No estagio inicial da doenca a inflamagdo é a principal responsavel pelo
aumento do estresse oxidativo que provoca a desmielinizacdo e deterioragao da
barreira hematoencefalica (BHE), sendo correlacionada com a ocorréncia de surtos
na EMRR (LUCCHINETTI et al., 2011). A desmielinizag&o é seguida por um periodo
de remielinizacdo que cursa com a remissao de sintomas. Porém, a extensdo do
reparo da leséo é variavel, podendo acumular déficits ao longo do tempo.

Na fase progressiva a inflamacao torna-se mais leve e ndo se correlaciona
fortemente com o avango dos sintomas. Acredita-se que a degeneragao progressiva
associada a atrofia e acumulo de incapacidades s&o os principais responsaveis pela
EM progressiva. Ainda assim, o dano oxidativo continua a ser observado por outros
mecanismos, como a liberagao das reservas de ferro intracelular. Um ultimo estagio
de progresséo € chamado EM benignal/inativa, porém dados sobre esse estagio sdo
controversos e pouco conhecidos. Ele é alcancado em alguns pacientes que
apresentam uma estabilidade nos sintomas fisicos da doenga por longos anos,
podendo ser relacionado com a imunossenescéncia pois ja ndo sao observados
focos de inflamacéo ou oxidagdo. Ainda que o estado fisico ndo piore nessa fase, o
declinio mental ainda pode ser observado, associado a sobreposicdo de outras
condigbes senis como o Alzheimer (MCFAUL et al., 2021; LASSMAN; HORSSEN,
2011; REYNOLDS et al., 2011).

Embora a patogénese da EM n&o tenha sido totalmente elucidada devido a
dificuldade em analisar amostras de tecido cerebral em pacientes vivos, dois
mecanismos principais tém sido discutidos para explicar a origem e progressao da
doenga. O primeiro modelo, denominado “outside-in” (de fora para dentro) apoia um
inicio autoimune, enquanto que o modelo “inside-out’ (de dentro para fora) acredita
que a enfermidade inicia-se a partir da degeneracdo de oligodendrdécitos (Figura 3)
(SEN et al., 2020; STYS, 2013). Tais mecanismos nao sdo mutuamente exclusivos,
0 que sugere que ambas as vias sao eventos iniciadores da doenca em diferentes
pacientes, distinguindo-se apenas o momento de inicio (Titus et al., 2020).

Na primeira hipétese, modelo “outside-in", um fenébmeno desconhecido induz
a ativagdo e migragao de linfécitos autorreativos através de uma BHE disfuncional,
que atacam a bainha de mielina, liberando fragmentos que séo fagocitados por

células apresentadoras de antigeno (APC) do sistema imune inato, como as
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microglias. Essas células por sua vez reativam diferentes linhagens de linfocitos T,
0s quais exercem suas funcdes efetoras através da liberacédo de citocinas. Célula T
auxiliares Th1 induzem a liberagéo da citocina definidora de linhagem IFN-y, além de
TNF-a, enquanto células Th17 secretam IL-17, IL-21 e IL-22. Células efetoras CD8+
também contribuem com a producédo de IL-17, IFN-y e outras citocinas, além de
liberarem granulos citoliticos. Juntas, essas citocinas induzem citotoxicidade,
producao de outros mediadores inflamatdrios e ativacdo de células imuno residentes
do sistema nervoso central (SNC), como microglias, astrécitos e macréfagos, além
da liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Tais agentes exacerbam o
processo de neurodegeneragdo, levando a destruicdo de oligodendrécitos e da
mielina (MALPASS, 2012; BAECHER-ALLAN; KASKOW; WEINER, 2018; SEN et al.,
2020; STYS, 2013).

Ja o modelo inside-out considera que a patogenia tem inicio no SNC com
uma disfungdo metabdlica dos oligodendrdcitos, que sofrem degeneragéo, liberando
fragmentos que induzem a ativagdo de APCs, inflamagao e liberagédo de citocinas e
quimiocinas por células imunes inatas. Tal perturbagao resulta em danos a BHE,
permitindo a permeabilidade de linfécitos periféricos, os quais sao ativados por
APCs por meio do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e perpetuam a
desmielinizagdo e danos axonais por meio da liberagao de mediadores inflamatdrios
(SEN et al., 2020; STYS, 2013).



Figura 3- Mecanismos
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Fonte: Adaptado de SEN, 2020.

Notas: SNC: sistema nervoso central, BHE: barreira hematoencefalica, NO: 6xido nitrico, OLG:

oligodendrdcito, APC: célula apresentadora de antigeno, TCR: receptor de célula T, MHC: complexo

principal de histocompatibilidade.

2.3 MANIFESTAGOES CLINICAS

As manifestagdes clinicas associadas

a EM tem grande variabilidade em

termos de localizagédo anatébmica e intensidade, podendo ser classificadas como

motoras, sensoriais, psiquicas, prodrémicas, de equilibrio e genitourinarias. Mais de

40% dos pacientes sofrem disfun¢gdes motoras desde o inicio dos sintomas, sendo

comumente encontrado paraplegia, paraparesia (perda parcial das fungées motoras

de ambos 0s membros), monoparesia (perda parcial das fungdes motoras de um sé

membro), tetraplegia, quadriparesia (fraqueza

nos quatro membros) e hemiparesia

(paralisia parcial de um lado do corpo) (GHARAGOZLI et al., 2012). Além disso, um

estudo feito no Brasil em individuos com diagnéstico confirmado de EM mostrou que

um quarto deles apresentaram fraqueza muscular (paresia), estando presente em
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todos que tinham sintomas motores. Este mesmo estudo observou que os demais
sintomas mais observados nessa populacdo foram neurite Optica, parestesia
(sensacao de formigamento), hipoestesia (sensagao de dorméncia), diplopia e ataxia
(coordenacao motora prejudicada), seguidos de diminuicdo da acuidade visual e dor
de cabecga (Figura 4) (CAVENAGHI et al., 2017).

Figura 4- Grafico de frequéncia absoluta dos sintomas relatados em pacientes com EM
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Fonte: Adaptado de CAVENAGHI, 2017.

Embora menos frequentes, outros sintomas evidenciam a natureza
imprevisivel da doenga em comparacido a outras condi¢gdes debilitantes. Dentro de
ambientes de cuidados como clinicas de cuidados continuados, pacientes com EM
experimentam substancialmente mais dor, Ulceras por pressdo, dificuldade de
degluticdo, necessidade de usar cadeira de rodas e suscetibilidade a quedas quando
comparado aos que sofrem de Alzheimer, outras deméncias e demais doencas
neurolégicas e nao neuroldgicas. Nesse ambiente, esses pacientes também
apresentam maior propensado a desenvolverem ansiedade, depressdo e uso de
medicamentos antidepressivos, ansioliticos e sedativos (TURCOTTE et al., 2018).

Quando as manifestagcdes clinicas sdo comparadas entre pacientes idosos
com fendtipos EMRR ou EMSP a longo prazo, parece haver uma maior intensidade

nos sintomas de pacientes progressivos principalmente no que diz respeito a
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velocidade de caminhada e necessidade de auxilio marcha (HUA et al., 2021). Ja a
comparagao de manifestacées de acordo com o grupo etario de inicio da doencga
nao demonstra diferencas notaveis, com excecdo de convulsdes e sinais
cerebelares, os quais ocorrem mais na EM de inicio precoce (<16 anos) (ASHTARI
et al.,, 2010). Uma coorte sobre a presenga de comorbidades em EMRR e EMSP
mostra ainda que a dor, doenga cardiaca, depressao, hipertensao, dislipidemia e
obesidade sdo as principais comorbidades associadas a EM, sendo a depressao,

hipertensao e dor mais frequentes na fase progressiva (HUA et al., 2021).

2.4 FaTorEs DE Risco

A latitude, bem como a caréncia de vitamina D, a infeccdo pelo virus
Epstein-Barr (EBV) e o tabagismo sdo considerados fatores de risco ambientais
associados ao surgimento da EM. Acredita-se que a maior latitude esta
correlacionada a um maior numero de casos devido a menor exposi¢cao solar nessas
regides e consequentemente baixos niveis de vitamina D, que é um fator de risco
fortemente relacionado a condi¢des autoimunes (QIAN et al., 2023; MOGHADAM et
al., 2021). Por sua vez, a vitamina D se correlaciona a doenca devido ao seu efeito
supressivo na proliferacao de linfocitos B e T e aumento da respostas regulatérias
de células T (Treg), o que promove fenodtipos tolerogénicos de mondcitos e células
dendriticas (BAECHER-ALLAN; KASKOW; WEINER, 2018).

O tabagismo aumenta o risco de desenvolvimento de EM em fumantes, além
de agravar a progressao da doenca em individuos expostos ao tabaco tanto de
maneira ativa quanto passiva. Aparentemente, o tabaco provoca uma irritagcao
pulmonar que induz a ativagao de linfécitos T produtores de IL-17, ocasionando uma
inflamacéo sistémica (HEDSTROM et al., 2011; WU et al., 2023).

Por um longo periodo acreditou-se que a EM tinha origem viral, fato que
permanece sem comprovacgao cientifica. Porém, uma importante correlagao foi
estabelecida entre a infeccdo pelo EBV e o surgimento da patologia
(BAECHER-ALLAN; KASKOW; WEINER, 2018). Uma coorte de 20 anos realizada
com mais de 10 milhdes de jovens mostrou que 97% dos individuos que
desenvolveram EM positivaram para o virus EBV antes de apresentar os primeiros

sintomas. Além disso, o mesmo estudou mostrou um risco 35 vezes maior de
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desenvolver EM apds a infeccdo pelo EBV quando comparado a outros virus
(BJORNEVIK et al., 2022). Essa correlagdo pode ser explicada atualmente pelo
mimetismo molecular produzido pelo virus. Cerca de 25% dos pacientes com EM
apresentam um anticorpo contra a proteina viral EBNA1, mas que também liga-se
firmemente a molécula de adesao GlialCAM, presente no cérebro e medula espinhal,
0 que ocasiona uma resposta autoimune (LANZ et al., 2022).

Fatores genéticos também parecem exercer um papel na suscetibilidade a
EM, evidenciado por uma taxa de concordancia em gémeos monozigoéticos de 25%
e diferentes taxas de prevaléncia entre grupos étnicos com ancestrais comuns
(BAECHER-ALLAN; KASKOW; WEINER, 2018). Polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs) presentes em genes do locus HLA-DRA e alelos dos genes IL7RA e IL2RA
foram identificados como fatores de risco hereditarios para a EM. O papel desses
genes na EM pode estar relacionado com a disfuncao de células T regulatérias pelo
funcionamento incorreto do receptor CD25, impedindo o reconhecimento de
linfocitos auto reativos (HAFLER et al., 2007).

2.5 DIAGNOSTICO

O diagndstico da doenga é baseado na disseminagao espacial e temporal das
lesdes no cérebro, definido pelos critérios de McDonald. Os critérios incluem
avaliacbes clinicas e paraclinicas, visto que nenhum episodio isolado
exclusivamente clinico ou teste de diagndstico é suficiente para o diagnosticar esta
condigcdo. Para um diagnostico mais assertivo, € observado se existe uma
explicacdo mais plausivel para o quadro clinico, além de verificar relatos clinicos
objetivos que suportem a existéncia de lesbes separadas no tempo e espaco,
exames de imagem cerebral, principalmente a ressonancia magnética (RM) e a
presenca de anticorpos no liquido cefalorraquidiano (LCR). Salvo excegdes, a
técnica de RM ¢é vista como a mais sensivel e especifica para detectar lesdes
caracteristicas de EM. Por outro lado, a presenga de anormalidades no LCR sao
importantes para apoiar a natureza inflamatoria desmielinizante da doenga, porém
sao inespecificas (MCDONALD et al., 2001; POLMAN et al., 2011; THOMPSON et
al., 2018).

A revisdo de 2017 dos critérios de McDonald considera que a EM é
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clinicamente definida quando: ha ocorréncia de dois ou mais ataques com pelo
menos uma evidéncia de lesdo clinica objetiva, sem necessidade de exames
adicionais; ha um ataque com evidéncia clinica de uma ou mais lesdes objetivas e
disseminacgao espacial em diferentes locais no cérebro em imagens de RM; ha um
ataque com evidéncia de uma ou mais lesdes objetivas e disseminagao temporal na
RM ou presenga de bandas oligoclonais no LCR; ha um ataque com evidéncia de
uma lesdo clinica com disseminagao espacial e presenga de bandas oligoclonais no
LCR. Ataques sao definidos como um episodio clinico com duragdo minima de 24
horas e com relatos de sintomas tipicos de EM. A disseminagdo espacial
evidenciada por RM é caracterizada por uma ou mais lesées hiperintensas em T2
em duas ou mais das quatro areas do SNC. Ja a disseminagao temporal é
visualizada quando ha presenga simultanea de lesbes com e sem realce de
gadolinio em um momento aleatorio ou por uma nova lesao hiperintensa a T2 ou
com aumento do contraste de gadolinio na RM de seguimento (Figura 5)
(THOMPSON et al., 2018).

Figura 5- Disseminagdo espacial e temporal visualizadas por RM em cérebros com EM

Fonte: FILIPPI, 2018
Notas: Disseminagao especial demonstrada por lesbes hiperintensas em T2 em duas ou mais das
quatro areas tipicas do sistema nervoso central (A-E, setas). Disseminagado temporal demonstrada
pela presenga simultédnea de lesdes realgadas na presenga de gadolinio (f,g,i) e novas lesdes

hiperintensas em T2 na RM de seguimento (h, i, j).
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Na pratica, o diagnostico da EM é complexo, podendo ser considerado como
um diagnostico de excluséo pois é dado quando ndo ha melhor explicagao para as
anormalidades clinicas e paraclinicas existentes (MCDONALD et al., 2001). Somado
a isso, ndo ha um sinal patognomdnico ou biomarcador especifico que a diferencie
de doengas similares e os critérios de McDonald ndo foram desenvolvidos para
diferenciar a EM de outras condi¢des, mas para identificar uma alta probabilidade de
ser acometido por ela uma vez que outros diagnosticos foram considerados
improvaveis (SOLOMON et al., 2016; THOMPSON et al., 2018).

Dificuldades no uso dos critérios de McDonald ocorrem principalmente em
paises subdesenvolvidos devido a sua ma compreensao e aplicagao (SOLOMON et
al., 2021), bem como devido a grande quantidade de neurologistas sem formagao
sobre a patologia ou falta de equipamentos para diagndstico (SOLOMON et al.,
2023). Estes fatos resultam em erros como a ocorréncia de falso-positivos
(ETEMADIFAR; SABETI, 2018) e atraso médio no diagndstico entre 3 e 10 meses
em outros paises (KHEDR et al., 2023; ALROUGHANI ET AL., 2012), chegando a
2,8 anos no Brasil (CAVENAGHI et al., 2017).

Quando diagnosticados, os pacientes podem apresentar quatro fendtipos
clinicos, de acordo com a atividade e progressdo da doenga. A CIS é reconhecida
como o primeiro episédio clinico do paciente com caracteristicas inerentes a uma
desmielinizagao inflamatéria, mas que ainda n&o cumpriu critérios de disseminagao
no tempo por ser um episodio isolado. Manifestagdes clinicas comuns no primeiro
ataque sao: neurite Optica unilateral, sindrome supratentorial focal, tronco cerebral
focal, sindrome cerebelar e mielopatia parcial. Por si so, a CIS ndo é capaz de
realizar um diagndstico clinicamente definido de EM, porém o diagndstico pode ser
estabelecido quando associado a achados laboratoriais de imagem e presenga de
anticorpos (LUBLIN et al., 2014; THOMPSON et al., 2018). A EMPP ¢é definida como
um curso com piora continua desde o principio, com pequenas flutuacbes e
momentos de platd, mas sem recaidas claramente estabelecidas. Ja a EMRR é o
fenétipo mais comum e com melhor prognéstico. E caracterizada por episddios de
piora aguda da fungdo neurologica seguidos de uma recuperagédo total ou parcial
com poucas sequelas e um periodo estavel entre as recaidas. Pacientes com este
curso podem progredir para um fenétipo de EMSP. Nesta fase, as recaidas séo
inexistentes ou raras e uma evolugao gradativa é observada junto a um aumento no
escore de incapacidade (LUBLIN; REINGOLD, 1996).
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2.6 AVALIACAO DA INCAPACIDADE NA DOENCA

A incapacidade da EM é avaliada através da Escala Expandida do Estado de
Incapacidade (EDSS), que descreve o grau de comprometimento funcional de um
individuo no momento da observagdo numa escala de 0 a 10, onde “0” indica a
auséncia de sintomas e “10” a morte por EM (Figura 6). Uma pontuacédo de até 4 na
escala reflete baixo comprometimento em atividades cotidianas e plena capacidade
de caminhar em distancias moderadas. Entre 5 e 6, o individuo é capaz de caminhar
curtas distancias, sendo normalmente necessaria assisténcia, e o cumprimento de
atividades laborais requer adaptacdes. Pacientes que apresentam um escore entre 7
e 9 tem grave comprometimento motor, apresentando-se confinados a uma cadeira
de rodas ou acamados. Também desenvolvem limitagbes que impossibilitam
parcialmente ou totalmente a realizagdo de cuidados pessoais (KURTZKE, 1983).
Embora a escala tenha grande importancia, ela se concentra em avaliar
principalmente o comprometimento fisico, tendo pouca utilidade para avaliar o
declinio cognitivo (CREE et al., 2021). Pacientes com EMSP geralmente possuem
uma pontuacdo no EDSS maior que 5, sendo maior que 6 em metade deles, o que
indica um comprometimento consideravel na qualidade de vida (SCALFARI et al.,
2014; ZIEMSSEN et al., 2023).

Figura 6- Graus de comprometimento funcional de pacientes com EM de acordo com a EDSS
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Fonte: SOARES, 2018
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2.7 ProGRrEssA0 bA EMRR para EMSP

A EMSP desenvolve-se a partir da evolucido da EMRR. Contudo, a auséncia
de critérios patologicos que caracterizem a fase torna seu diagnéstico dependente
do julgamento clinico subjetivo, pois existe uma incerteza se a incapacidade sera
permanente ou de origem recidiva. Por isso, seu diagnéstico é feito
retrospectivamente a partir de dados clinicos que comprovem a existéncia de
incapacidade irreversivel acumulada ao longo do tempo, sugerida pela EDSS
(ZIEMSSEN et al., 2023; LUBLIN et al., 2014). Antes de haver a progressao de
fendtipo confirmada, os pacientes passam por uma fase de transicdo. Essa fase
pode ser definida como um periodo intermediario de varios anos de duragao antes
que a EMSP seja claramente estabelecida (SAND et al., 2014; KLEITER et al.,
2020). A espera por uma confirmagao no diagndstico demora em média 3 anos € na
grande maioria dos casos sO € alcangada quando o paciente alcanga um EDSS
acima de 6 (ROJAS et al., 2021; SAND et al., 2014).

Alguns preditores se correlacionaram com uma transigao precoce para EMSP,
como ter desde o inicio da doenga uma idade mais avangada, um maior numero de
recaidas e/ou uma recuperagao parcial apds recaidas. Além disso, os homens
progridem para EMSP em média 6,5 anos mais cedo que as mulheres (SCALFARI et
al., 2014; KLEITER et al., 2020). A piora da incapacidade independente do tempo de
recaida, uma maior taxa de acumulo de incapacidade e a ocorréncia de mais de um
agravamento confirmado de incapacidade aumentam os riscos de progressao para
EMSP (CAROTENUTO et al., 2020). O agravamento de alguns sintomas parecem
correlacionar-se positivamente com a transicdo para EMSP, como a piora da
deambulacéao, cognicao, equilibrio, fraqueza muscular, sintomas visuais, sintomas da
bexiga e fadiga, no entanto, todos eles s&o inespecificos (ZIEMSSEN et al., 2020).

E de extrema importancia que caracteristicas unicas da EMSP sejam
encontradas a fim de que pacientes com esse fendtipo de beneficiem das novas
terapias desenvolvidas para a fase progressiva, como o Siponimod e Ocrelizumab,
visto que a doencga progressiva ndo respondem a terapias convencionais e expdem
os individuos a efeitos colaterais e um 6nus financeiro consideravel (CAROTENUTO
et al., 2020).
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2.8 LEsOEs HistopaToLoGIcas NA EMSP

Placas presentes na substancia branca do cérebro com EM demonstram
cinco padrdes de apresentacao: lesao ativa, lesdo crbnica ativa, lesao inativa, lesdo
remielinizante e substéncia branca de aparéncia normal (NAWM) (Figura 7). As
lesdes ativas sdo localizadas entre as placas desmielinizadas e a substancia branca.
A atividade de linfécitos T e B € abundante, principalmente T CD8+. Além disso, ha
um denso infiltrado de macréfagos contendo em seu interior produtos de degradacgéao
da mielina e imunorreativos as principais proteinas da mielina, como MOG (myelin
oligodendrocyte glycoprotein), MAG (myelin-associated glycoprotein), PLP
(proteolipid protein) e CNPase (cyclic nucleotide phosphodiesterase). A area é
caracterizada pela atividade inflamatéria e extensa lesdo axonal aguda. Lesbes
cronicas ativas sdo caracterizadas por um centro sem atividade imunolégica rodeado
por uma faixa de microglias ativadas. As lesdes inativas apresentam niveis
acentuadamente menores de células T, mas presenga de macrofagos com vacuolos
vazios. Essa lesdo tem ainda bordas nitidas com poucos macrofagos e micrdoglias.
Por sua vez, as lesbes remielinizadas mostram apenas a presenga de raros
macrofagos, gliose astrocitica e formagcado de uma nova bainha de mielina ao redor
dos axénios (FRISCHER et al. 2009; FRISCHER et al., 2015; BRUCK et al., 1995).

Figura 7- Lesdes histopatolégicas presentes na EM

Fonte: Adaptado de FRISCHER, 2015.
Nota: LesGes ativa (A, B), crénica ativa (C, D), inativa (E, F) e remielinizante (G, H). A,C,Ee G
apresentam coloragdo de imunohistoquimica para PLP. B, D, F foram corados por imunohistoquimica

para CD68 em macrofago/microglia.
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Estudos mostram que a EMSP apresenta uma maior carga de lesdes, porém
menos inflamacdo €& observada. Lesdes crénicas ativas aparecem quase
exclusivamente na doenga progressiva e sao inversamente proporcionais a
quantidade de lesdes remielinizadas (FRISCHER et al.,, 2015; LUCHETTI et al.,
2018). Pacientes com EMSP que ainda apresentam ataques tém um perfil variado
de lesbes, sendo 33% ativas, 30% inativas, 20% remielinizantes e 17% crénicas
ativas. J&4 os que nao apresentam ataques tém em sua maioria lesdes inativas
(61%), além de 22% de lesdes crbnicas e raras lesdes ativas (8%). Pacientes com
mais de 30 anos de diagnostico geralmente ndo tém nenhuma lesdo ativa. Em
contraste, a EMRR ¢é caracterizada pela auséncia de lesbes cronicas ativas e
aproximadamente dois tergcos de lesbes ativas com alta atividade microglial e
macrofagica. Enquanto isso, individuos assintomaticos possuem
predominantemente lesbGes inativas, o que pode ser explicado pelo fato da
neurodegeneragao cessar concomitantemente a reacao inflamatéria (FRISCHER et
al., 2015; FRISCHER et al. 2009; LUCHETTI et al., 2018).

2.9 BioLoGIA DE SISTEMAS

O advento da biologia molecular permitiu a geragdao de diversos dados
biolégicos, como genomas e propriedades de proteinas, mas essas informagdes por
si sO nado sao suficientes para interpretar seu significado. Por essa razao,
tecnologias sdo necessarias para realizar o monitoramento e processamento do
fluxo de informacgdes levando ao seu significado biolégico em um sistema (ADEREM,
2005; KITANO, 2002).

Em biologia, um sistema trata-se de uma rede de componentes
interconectados e interdependentes com caracteristicas Unicas nao observadas nos
componentes individualmente (TREWAVAS, 2006). Trés propriedades basicas
caracterizam os sistemas: a emergéncia, a robustez e a modularidade. A
emergéncia relaciona-se as caracteristicas emergentes do sistema, isto €, suas
caracteristicas ndo podem ser previstas ou compreendidas pela observagao isolada
das partes que compdem o sistema, mas somente pelo resultado do conjunto de

acdes e interagdes dos seus elementos. A robustez diz respeito a estabilidade
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fenotipica que possui, ou seja, em meio as perturbagdes induzidas pelo ambiente, o
controle através de feedbacks positivos e negativos dos seus componentes permite
que nao haja variagdo no fendtipo final do sistema. Por ultimo, a modularidade se
expressa como um conjunto de nés que realizam fortes interagcdes entre si em prol
de realizar uma mesma fungao, o que garante a robustez. Estas interagées modulam
os elementos do sistema através de mecanismos de ativagao, inibicdo, degradagao
e modificagdes estruturais (ADEREM, 2005; KITANO, 2002).

Dessa forma, a biologia de sistemas pode ser definida como uma area de
atuagao dentro da bioinformatica que utiliza métodos computacionais na analise de
dados de larga escala, como os dados Omicos. Seu objetivo € construir redes
biolégicas e modelar interacdes a fim de predizer seu significado bioldgico
emergente. Na pratica, o maior numero possivel de dados bioldgicos ¢é coletado,
integrado e transferido para um banco de dados, onde sdo armazenados e
anotados. A partir dai, programas computacionais inferem as propriedades
emergentes do sistema, transferindo-as para programas de visualizagdo que
possibilitam a compreenséo e interpretacdo dos dados por humanos (ADEREM,
2005).

2.9.1 Redes de Interacdo Molecular

Fisiologicamente, a cooperagao entre as redes de interagdo entre moléculas é
0 que permite o surgimento de diferentes fendtipos celulares e o bom funcionamento
dos sistemas biologicos (PANDITRAO et al., 2022). A integragédo de perfis dmicos
com dados de espécies e patologias permite identificar conjuntos de moléculas que
participam de uma mesma rede de interagcdo, além de identificar modulos mais
interconectados entre si, o que contribui para elucidar a organizagao funcional e
estrutural numa célula (Figura 8) (MITRA et al., 2013).

Em biologia de sistemas, as redes de interagdo molecular sao representadas
por nds e arestas. Os ndés sado a representacdo de genes, proteinas, enzimas,
metabdlitos ou fatores de transcricdo que participam da rede, enquanto as arestas
sinalizam a existéncia de algum tipo de relagdo fisica ou funcional entre as
moléculas. A unido de nds e arestas formam graficos topoldgicos, chamados grafos,
que representam visualmente um processo biolégico (PANDITRAO et al., 2022). A

implementagéo de interagbes entre nés numa rede é feita por programas como o



33

STRING, que usa algoritmos para cruzar as informagdes fornecidas pelo usuario
com bancos de dados e expandir a rede através de uma pontuacao de confianga da
interacdo. Essa pontuacdo baseia-se em dados experimentais, analises de
coexpressao, sinais evolutivos em genomas, mineragao de texto e ortologia entre
organismos (DONCHEVA et al., 2019). Quatro tipos principais de redes de interagao
sdo conhecidas: redes de interagao proteina-proteina, redes metabdlicas, redes de

regulagcéo génica e redes de transducgédo de sinal (PANDITRAO et al., 2022).

Figura 8- Diagrama ilustrativo de redes de interagcdo e mddulos funcionais

Perfis dmicos (e.g. i maodulo 1
transcriptoma) '

Redes de interacao (e.g. fisicas, genéticas ou
metabdlicas) e modulos funcionais extraidos

Fonte: Adaptado de MITRA, 2013
Notas: a. perfis de dados 6micos servem de base para a extragdo de redes de interagdo molecular. b.
Extragcdo de médulos funcionais a partir de uma rede de interagdo molecular. N6s verdes e laranjas
representam moléculas, enquanto que as arestas negras e azuis indicam alguma relagao entre as

moléculas.
2.9.2 Enriquecimento Funcional

A analise por enriquecimento funcional € um método capaz de interpretar
biologicamente listas de genes encontrados em estudos de alto rendimento. A
técnica integra a um conjunto de genes informagbdes funcionais, tais como
processos bioldgicos, vias metabdlicas, motivos e complexos proteicos, favorecendo
a caracterizacéo do fenétipo estudado (ANDA-JAUREGUI, 2019; RAUDVERE et al.,
2019). O principio do método baseia-se no fato de um processo biolégico ser
composto por multiplos genes, os quais serao expressos diferencialmente numa
condicdo anormal. Sendo assim, apds uma analise de enriquecimento, genes

envolvidos com o processo biolégico ligado ao estado anormal serdo expressos
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conjuntamente, aumentando as chances de associa-lo ao estado patolégico. A
validez dos resultados sado analisadas estatisticamente ao comparar a chance de
ocorréncia do processo numa populagao controle e no grupo de casos (HUANG,
SHERMAN, LEMPICKI, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OByETIVO GERAL

Identificar moléculas candidatas a biomarcadores de diagnéstico a partir da
caracterizagdo das vias moleculares e genes desregulados envolvidos na

patogénese da EMSP.

3.2 OBJETIVOS ESPEciFicos

e Identificar potenciais biomarcadores de diagnéstico na EMSP;

e Caracterizar as vias moleculares em que essas moléculas participam na

doenca;
e Associar os biomarcadores a patogénese de cada tipo de lesdo

histopatoldgica.
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4 METODOLOGIA

4.1 DAapos TRANSCRIPTOMICOS

Através do banco de dados MS Atlas (FRISCH et al., 2020), foram obtidos em
outubro de 2020 cinco conjuntos de genes, cada um representando uma leséo
(ativa, inativa, cronica ativa, remielinizante e NAWM). O MS Atlas possui dados de
transcriptoma obtidos por sequenciamento total de RNA provenientes de 98
amostras post mortem de cérebro humano de 10 pacientes com EMSP e 5
individuos controle sem doencgas neuroldgicas. Foram incluidos no estudo somente
genes com expressao regulada positivamente considerando uma taxa de
descoberta falsa (FDR) <0.05.

4.2 DeFINIGAO DOS GENES ESsPECIFICOs

A ferramenta online diagrama de Venn (disponivel em:
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) foi usada para separar os genes
de interesse para esse estudo, ou seja, genes superexpressos especificamente em
um dos cinco grupos de lesao, visto que ao serem encontrados desregulados em
somente uma das lesbes, assume-se que tais genes sao 0s responsaveis pela
diferenga entre os fendtipos. A inexisténcia de genes especificos em qualquer um

dos grupos de lesdes analisadas acarretou na sua exclusao da analise de vias.

4.3 ReDE DE INTERACAO E GRUPOS DE INTERAGAO

Redes de interacdo molecular foram formadas para cada lesdo utilizando a
ferramenta STRINGApp (DONCHEVA et al., 2019), no software Cytoscape v.3.8.0
(SHANNON et al., 2003). Nesta etapa, ajustou-se o parametro ‘confidence score’ em
0.04. Essa ferramenta so considera genes transcritores de proteinas na formagao da
rede. Em seguida, o plug-in MCODE do Cytoscape foi usado para encontrar regides
densamente conectadas nas redes de interagao obtidas, definindo dessa forma os

grupos de genes que interagem entre si, ou clusters, e possivelmente participam de
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uma mesma via biolégica. Os parametros aplicados no MCODE foram: ‘degree
cutoff’ = 2, ‘haircut’ = ativo, ‘node score cutoff’ = 0.2, ‘K-Core’ = 2 e ‘max. depth’ =

100. Apenas foram analisados clusters com score = 3.

4.4 ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

Usou-se a plataforma g:Profiler (RAUDVERE et al., 2019. Acesso em:
https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) para realizar o enriquecimento de vias para cada
grupo dentro das lesbes. A fonte de dados na plataforma foi o banco de dados de

vias moleculares Reactome. Foi considerado um nivel de significancia de p<0,05.

4.5 AssociacAo com OuTrAs DoENCAS NEURODEGENERATIVAS

A fim de garantir que os genes selecionados fossem marcadores especificos
para a EM, foi verificado nos bancos de dados Allen Brain Map
(https://portal.brain-map.org/) e Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home)
se 0s genes eram diferencialmente expressos também em outras doencgas
neurodegenerativas. O critério de exclusao usado nesta etapa foi ter a expressao

génica desregulada nas doencas de Alzheimer, Parkinson e/ou Huntington.

4.6 ANALISE DAS VIAS

As vias pertencentes aos genes remanescentes foram ranqueadas com base
na especificidade (se pertencem a um unico tipo de lesdo) e maior significancia
estatistica (p<0,05) de modo a explorar os resultados das 3 mais significativas.

Apos a selegao das vias mais importantes de cada lesao, os genes contidos
nela tiveram suas fung¢des investigadas através da ontologia e literatura cientifica a
fim de elucidar seus papéis no mapa geral da via. Entende-se como ontologia o
conjunto de conceitos que descrevem a funcéo biolégica do produto de um gene
(THOMAS, 2017). Por fim, os genes pertencentes a essas vias que se adequaram

aos critérios de inclusao foram destacados com possiveis biomarcadores para a EM.


https://portal.brain-map.org/
https://www.ebi.ac.uk/gxa/home
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5 RESULTADOS

5.1 SeLecAo DE GENES EsPEciFicos

A busca por genes superexpressos no MS Atlas resultou em 4.800 genes
desregulados, dos quais 2.425 estavam sobrepostos entre as lesdes. Os demais
2.375 genes apresentaram-se exclusivamente em uma das lesdes, sendo 1.287
genes na lesdo crénica ativa, 586 na lesao inativa, 210 na lesao ativa, 287 na lesao
remielinizante e apenas 5 na NAWM (Figura 9). Todas as lesbes tiveram um maior
numero de genes compartilhados com a lesao crénica ativa, com excec¢éo da lesao

remielinizante, que teve o padrao de expressao mais similar ao da lesao ativa.

Figura 9- Diagrama de Venn indicando o niumero de genes compartilhados e unicos nas cinco

lesdes histopatologicas da EMSP

o “a\l‘“‘(\
Fonte: autoral.
Genes foram excluidos do estudo devido a fatores como: estar sobreposto

entre lesbes, nao produzir proteina ou n&o interagir na rede de interagdo, nao

participar dos modulos ativos identificados, nao participar de nenhuma via
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enriquecida ou estar superexpresso em outras doengas neurodegenerativas, nao
sendo especifico para EM. Ao final, apenas 172 genes foram considerados de

interesse, 0 que equivale a 3,6% do numero inicial (Figura 10).

Figura 10- Diagrama operacional da curadoria de dados feita para selegdo de genes candidatos a

biomarcadores nos cinco tipos de lesdes da EMSP
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Fonte: autoral.
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E possivel notar que mais da metade dos genes finais pertenciam unicamente
a lesdo crénica ativa. Observa-se também que a lesao remielinizante tem uma perda
significativa de genes especificos apds formagéo da rede de interagdo no STRING,
restando apenas 54 de um total de 287 genes, o que denota que a maioria dos seus
genes superexpressos nao produzem proteinas. De fato, mais de 200 desses genes
excluidos produziam transcritos de RNAs n&o codificantes, como transcritos
antisense, snRNAs, lincRNAs e principalmente IncRNAs, o que pode evidenciar um
papel importante de mecanismos regulatérios da expressdao génica no
desenvolvimento da lesdo remielinizante, o qual nao foi explorado neste estudo.
Ainda, verifica-se que o grupo NAWM foi removido da analise por ndo conter
nenhum gene exclusivo na rede de interagéo proteina-proteina feita pelo STRING.

No geral, a etapa de formagao de clusters no MCODE foi a que sofreu uma
maior redugcdo no numero de genes, sendo uma importante fase de filtracdo de
dados. Junto com a etapa de formacgao de redes de interacéo, elas foram essenciais
para estabelecer associagdes entre os genes de modo a cumprir com o objetivo de
caracterizar o papel de certas vias nas les6es de EM.

Ja na analise de comparagao do perfil de superexpressdo dos genes
selecionados em outras doengas neurodegenerativas, realizada no Allen Brain Map
e Expression Atlas, ndo foi observada grande exclusdo de genes. Apesar disso,
essa foi uma analise importante para garantir que os genes nao compartilhados sao
potencialmente responsaveis por desencadear o perfil diferencial da
neurodegeneracdo na EM. Essa comparagdo ocorre apenas com as doengas de
Alzheimer, Parkinson e Huntington pois compartilham algumas caracteristicas com a
EM, além de serem as mais estudadas, e consequentemente seus dados sdo mais

consolidados.



41

5.2 ReDES DE INTERACAO MOLECULAR E CLUSTERS

Quatro redes de interagao foram formadas no STRING, uma para cada lesao.
As redes se caracterizaram por uma grande quantidade de interagdes e proteinas,
motivo pelo qual foi necessario extrair clusters dentro de cada uma delas, a fim de
garantir que realmente existia uma associagdo forte entre as moléculas de um
mesmo cluster, aumentando dessa forma a precisdo no enriquecimento de vias.

O grupo de dados da leséo cronica ativa formou a maior rede de interagao,

tendo 2.600 nos e 25.629 arestas. Destes nds, 1.018 representavam proteinas
especificas da lesdo. Foram encontrados 29 clusters com score = 3 (Figura 11). A

lesdo inativa originou uma rede com 1.817 nds, dos quais 403 eram especificos, e
12.010 arestas. Este grupo conteve 19 clusters significativos (Figura 12). De modo
similar, a les&do ativa gerou uma rede com 1.773 nos e 14.653 arestas. Ao total, 158
proteinas especificas foram participantes da rede, dos quais 16 clusters eram
significativos (Figura 13). Por ultimo, a lesdo remielinizante apresentou uma rede
com 9.141 arestas e 1.427 nds, onde apenas 54 eram exclusivos devido ao alto
numero de genes nao codificantes. Ao todo, sete clusters foram encontrados (Figura
14).



Figura 11- Rede de interagdo molecular e clusters extraidos da lesdo crdnica ativa
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Figura 12- Rede de interacao molecular e clusters extraidos da les&o inativa
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Figura 13- Rede de interacao molecular e clusters extraidos da les&o ativa
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Figura 14- Rede de interacao molecular e clusters extraidos da lesdo remielinizante
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5.3  Vias ENRIQUECIDAS

As lesbes cronica ativa, inativa, ativa e remielinizante foram associadas
respectivamente a 149, 103, 51 e 41 termos representando vias biolégicas. Quando
considerado somente o numero de vias exclusivas de cada lesdo com genes
especificos de cada lesdo, a contagem foi de 87, 51, 15 e 16 termos,
respectivamente.

Devido ao alto numero de vias bioldgicas nas diferentes lesdes, num primeiro
momento todas foram agrupadas em categorias maiores, aqui chamadas de vias
primarias, pois sdo 0s niveis mais altos de hierarquia do Reactome. Destas vias
primarias, derivam todas as ramificacbes de vias que foram as vias encontradas
diretamente na analise, e aqui serdo chamadas de vias secundarias.

Dessa forma, as lesdes cronica ativa e inativa continham 16 categorias de
vias primarias. A lesao ativa foi associada a 9 vias primarias, enquanto a lesao
remielinizante foi associada a 6 vias. Analisando essas informacdes através de um
mapa de calor, é possivel visualizar que quatro das 19 vias primarias observadas se
sobrepéem em todas as lesdes, sendo elas: metabolismo, metabolismo de
proteinas, doenca e transducdo de sinais. As vias primarias “contracdo muscular” e
“sistema neuronal” se associaram somente a lesdo crdnica ativa, enquanto que
“ciclo celular” e “relégio circadiano”, somente a leséo inativa. Além disso, as vias
primarias contendo mais termos (vias secundarias) nas lesdes crbnica ativa, inativa,
ativa e remielinizante foram, respectivamente, transducdo de sinais (38 termos),
ciclo celular (18 termos), sistema imune (17 termos) e organizacdo da matriz
extracelular (13 termos) (Figura 15). Um dendograma feito a partir das vias primarias
no mapa de calor mostrou ainda uma maior similaridade entre a lesdo ativa e
remielinizante, corroborando com o perfil de moléculas superexpressas mostrado no

diagrama de Venn.
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Figura 15- Mapa de calor ilustrando a densidade de vias secundarias derivados das vias
primarias em cada lesdo da EMSP
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Fonte: autoral, criada a partir de Heatmapper (http://heatmapper.ca/expression/).

5.3.1 Vias Secundarias Mais Significativas entre Lesdes

Embora o estudo tenha focado somente nas principais vias que foram
observadas em uma unica lesdo e continham proteinas especificas, a Figura 16
apresenta o ranking das 10 vias mais significativas por lesdo, considerando o
p-value. Na leséo crénica ativa, as cinco primeiras vias no topo do ranking indicam
relagdo com a sinalizacdo via receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e
nenhuma delas é exclusiva da lesdo. A lesdo inativa relacionou-se a duas vias
associadas a resposta ao estresse térmico, sendo uma delas exclusiva. A leséo
ativa teve uma predominancia de vias associadas ao sistema imune, principalmente
ao interferon. Todas as vias ranqueadas da lesdo remielinizante tinham relagao
direta com a organizacdo ou degradacdo da organizagcdo da matriz extracelular
(MEC), a maioria delas estando associadas ao metabolismo do colageno. A via

“‘interagbes membrana-MEC néo-integrina” foi especifica para essa leséo.


http://heatmapper.ca/expression/

Processos Bioldgicos

48

Figura 16- Grafico exibindo a distribuicado e significancia das 10 vias bioldgicas mais significativas em lesdes de EMSP
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5.3.2 Vias Secundarias Especificas da Lesao Cronica Ativa

De 87 vias especificas presentes na lesdo ativa, as duas principais vias
especificas foram “endocitose mediada por clatrina” e “reconhecimento de carga
para endocitose mediada por clatrina”, ambas pertencentes a via primaria de
transporte mediado por vesicula. Também continham as mesmas proteinas
especificas: KIAA0O319 e WNTSA (Tabela 1). Ja a via “interagbes das juncdes
aderentes” pertencia ao grupo de comunicagdo célula-célula. Suas proteinas

especificas foram as caderinas CDH9, CDH7 e CDH6.

Tabela 1- Ranking das 3 principais vias especificas da lesao crénica ativa

Vias (ID) p-valor Genes Efeito celular da via®"

Endocitose mediada por 1,57e-14 ITSN1, STONZ2, IL7R, DAB2, CBL, Captagcdo de moléculas

clatrina HSPA8, STON1, SNAP91, ITSN2,  através da membrana
(R-HSA-8856828) SYNJ1, AAK1, FNBP1L, ARPC2, plasmatica

KIAA0319, WNT5A, CD4, FZD4,

ARRB2
Reconhecimento de 2,30e-11 ITSN1, STON2, IL7R, DAB2, CBL, Captagdo de moléculas
carga para endocitose STON1, SNAP91, ITSN2, AAK1, através da membrana
mediada por clatrina KIAA0319, WNTSA, CD4, FZD4, plasmatica
(R-HSA-8856825) ARRB2

Interacdes das junces ~ 3.28e-11 CDH9, CDH7, CDH8, CDH10, Adesao celular
aderentes CDH6
(R-HSA-418990)

Nota: (VA descrigéo de efeito celular foi baseada no Reactome. Genes especificos foram sublinhados.

5.3.3 Vias Secundarias Especificas da Lesao Inativa

A lesao inativa apresentou 51 vias exclusivas. Dentre elas, “fase de
atenuacao” e “Ciclo da chaperona HSP90 para receptores de horménios esteroides
(SHR)” foram as mais significativas e estavam categorizadas entre as vias primarias
de resposta celular a estimulos externos. A proteina de choque térmico HSP90AA1
foi superexpressa unicamente nessa lesao e estava associada a outras proteinas de
choque térmico. Na terceira via mais importante foi encontrada de forma exclusiva a
enzima sialiltransferase ST3GAL2, que transfere grupos sialil a gangliosideos, os
quais parecem regular a expressao de MAG, bem como a estabilidade proteica e

regeneracao da mielina (Tabela 2).
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Tabela 2- Ranking das 3 principais vias especificas da lesdo inativa

Vias p-valor Genes Efeito celular da via®"

Fase de atenuagdo 2,16e-11 HSPA1L, HSPA1A, Silenciamento transcricional

(R-HSA-3371568) DNAJB1, HSF1, de HSF1 e inativagdo da
HSP90ABT, HSPAS, resposta ao choque térmico
HSP90AA1, PTGES3

Ciclo da chaperona 1,37e-08 HSPA1L, HSPA1A, Regulagdo da estabilidade,

HSP90 para receptores DNAJB1, DNAJAT, localizag&o celular e atividade

de horménios esterdides H%I;I?L\OfL\T’S’#II;f& transcricional de SHRs

(SHR) (R-HSA-3371497) HSP90AA1, PTGES3

Glicosilagdo ligadaao N 3.41e-06 ST3GAL2, MGAT1, Aumenta a solubilidade e a

da asparagina B4GALT1, ST8SIAS, estabilidade das proteinas

(R-HSA-446203) ST3GALT sintetizadas ~ durante o

dobramento; sinaliza o

transporte de proteinas

Nota: (VA descrigéo de efeito celular foi baseada no Reactome. Genes especificos foram sublinhados.

Além dessas trés vias, é valido destacar também a presenca da via especifica
‘interacbes de juncdo estreita”’, que ficou em 4° lugar por uma diferenga pequena
entre seu p-value (3,66e-06) e o da via “Glicosilagdo ligada ao N da asparagina”
(3,41e-06) . Esta via participa na formacdo de barreiras primarias no espaco
paracelular e continha uma proteina de membrana especifica da leséo, a claudina

(CLDN15), que tem fungao de regular a permeabilidade endotelial e epitelial.

5.3.4 Vias Secundarias Especificas da Lesao Ativa

As categorias de vias primarias das trés primeiras vias especificas foram:
transducao de sinais e sistema imune. A principal via foi “Sinalizagéo via TRAIL”,
que continha o gene de interesse CFLAR, produtor de uma proteina que regula
negativamente a apoptose ao inibir o recrutamento da caspase 8 (CASP8). O
mesmo gene estava presente em “Sinalizagdo via receptor de morte “ (Tabela 3). O
unico outro gene especifico que apareceu entre as trés vias mais significativas foi
HLA-B, um dos integrantes do MHC classe 1, complexo responsavel pelo

reconhecimento e apresentacéo de antigenos a linfocitos T citotoxicos.
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Tabela 3- Ranking das 3 principais vias especificas da lesdo ativa

Vias p-valor Genes Efeito celular da via®"

Sinalizagdo via TRAIL 1,91e-11 TNFRSF10B, CASPS, Inducdo de  apoptose

(R-HSA-75158) TNFRSF10A, TNFSF10,  mediada por membros da
CASP10, CFLAR familia TNF

Sinalizagao via interferon  2,88e-07 GBP2, OAS3, HLA-F, Promove a resposta imune,

alfa/beta HLA-E, OAS2, IRF4, IRF5,  principalmente em resposta a

(R-HSA-909733) OAST, HLA-B virus e tumores

Sinalizagao via receptor 2,74e-04 VAV1, TNFRSF10B, Indugéo da apoptose

de morte CASP8, TNFRSF10A, mediada por membros da

(R-HSA-73887) TNFSF10, CASP10, CFLAR  familia TNF

Nota: A descrigéo de efeito celular foi baseada no Reactome. Genes especificos foram sublinhados.

5.3.5 Vias Secundarias Especificas da Lesdo Remielinizante
As principais vias observadas unicas na lesdo remielinizante associaram-se
somente as categorias de organizagdao da MEC e metabolismo. Apenas trés genes

especificos participaram de alguma das vias (Tabela 4).

Tabela 4- Ranking das 3 principais vias especificas da lesdo remielinizante

Vias p-valor Genes Efeito celular da via®"
Interacbes 1,25e-11 COL5A2, COL5A3, COL5A1, Modulagdo de receptores
membrana-MEC FGF2, PDGFB, COL4A6,  citoesqueléticos, integrinas e
nao-integrina THBST, %%Lf;‘/“\ 7é/COL TAT,  fatores de crescimento
(R-HSA-3000171) LAMA3, SDC2, ITGBS,

HSPG2, LAMAS

Sintese de acidos biliares 1:09e-06 AKR1C3, AKR1C1, AKR1C2 Eliminagao do excesso de
e sais biliares via colesterol do cérebro

24-hidroxicolesterol
(R-HSA-193775)

Sintese de acidos biliares 1.37€-06 AKR1C3, AKR1C1, AKR1C2 Mobilizagéo do colesterol dos
e sais biliares via fagécitos pulmonares
27-hidroxicolesterol

(R-HSA-193807)

Nota: (YA descrigéo de efeito celular foi baseada no Reactome. Genes especificos foram sublinhados.

A via “Interagcbes membrana-MEC nao-integrina” elencou o primeiro lugar no
ranking de significancia. Ela continha dois genes especificos, encontrados em
clusters diferentes: COL4A6, uma subunidade da cadeia de colageno tipo IV, que é o

principal constituinte da membrana basal; e HSPG2, um proteoglicano multidominio
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presente na MEC com fungdes relacionadas a manutengcao da barreira endotelial.
Todas as outras vias relacionaram-se ao metabolismo do colesterol e continham o
gene AKR1C1, membro da familia de redutases de cetonas e aldeidos na produgao

de alcoois.
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6 DISCUSSAO

Embora a EMSP designe clinicamente um unico fenétipo, a nivel molecular
diversos eventos degenerativos e regenerativos ocorrem simultaneamente, sem que
haja uma resposta definitiva para a doenga. Foi demonstrado que algumas vias e
genes estdo ligados a um tipo exclusivo de lesao, o que fornece evidéncias de que
diferentes mecanismos patogénicos estdo envolvidos no seu desenvolvimento.

Na lesdo crbnica ativa, a via com maior destaque foi “endocitose mediada
por clatrina”, que revelou duas moléculas de interesse: WNT5A e KIAA0319. A
WNT5A faz parte da via Wnt ndo candnica e, quando ligada ao seu receptor FDZ4,
pode ser endocitada por intermédio do complexo clatrina AP-2. Apds a endocitose, é
sugerido que pequenas GTPases sao ativadas, como Rho e Rac1, o que promove a
reorganizagao da actina e movimento celular (HABAS; DAWID, 2005; PALAMIDESSI
et al., 2008; SATO et al., 2010; VEEMAN et al., 2003; YU et al., 2010). Outro efeito
alternativo da reorganizagdo da actina provocada pela sinalizagdo de WNTS5A é a
fagocitose (MAITI et al., 2012; ZHANG et al., 2013), o que corrobora com a presenca
de macroéfagos e microglias na lesdo cronica e pode indicar que a via Wnt nao
candnica tem um papel na ativagao da fagocitose do tecido danificado e potenciais
antigenos, dando inicio a uma resposta cronica.

A via Wnt tem um papel controverso em doengas neurodegenerativas,
aparentando ser benéfico para a doenga de Alzheimer e Parkinson por estimular
sinapses e promover a regeneracado de neurdnios, porém, maléfico para Huntington
por provocar citotoxicidade através do acumulo de beta-catenina no citoplasma. Na
EM, a via canbnica poderia ter efeitos protetores ao estimular o aumento de
oligodendrdcitos mielinizantes, mas ao mesmo tempo a via nao candnica foi
associada com a ocorréncia de dor cronica, sendo WNT5A superexpresso. A via nao
candnica também parece causar a perda de sinapses e morte neuronal no
Alzheimer. No geral, a via candnica é associada a um papel anti-inflamatério,
enquanto que a via nao canbnica tem um papel pro-inflamatério (ANAND et al.,
2023; YUAN; SHI; TANG, 2012; SELLERS et al., 2018).

A analise da lesao inativa revelou “fase de atenuacado” como a via exclusiva
mais significativa. Essa, consiste em uma fase do ciclo das chaperonas onde ha
diminuigdo da resposta, através de proteinas de choque térmico, apds a

recuperacao celular ou exposigao continua ao agente agressor. Dentre os 95 genes
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identificados no cluster 1, oito genes foram ligados a fase de atenuagao, em sua
maioria proteinas de choque térmico (HSPs), sendo eles: HSP90AA1, HSPO90AB1,
PTGES3, HSF1, DNAJB1, HSPA8, HSPA1A e HSPA1L. O unico gene diferencial da
via citada foi HSP90AA1 (HSP90), uma chaperona induzida por estresse que atua
promovendo o dobramento de proteinas e a integridade estrutural, além de regular
negativamente moléculas envolvidas no controle do ciclo celular, como HSF1, um
fator de transcricdo de HSPs durante estimulos estressores (PICARD, 2002; ZOU et
al., 1998). Na auséncia de estresse, sua forma ativa é dissociada por
co-chaperonas, como DNAJB1 e proteinas da familia HSP70 (como HSPA1A,
HSPA1L e HSPAS8), passando a manter uma forma inativa ligada a um complexo
multichaperonas, formado por HSP90 (presumivelmente HSPO90AA1 e HSP90AB1),
imunofilina e PTGES3 (KMIECIK et al., 2020; GUO et al., 2001). Foi sugerido que o
HSP90 também poderia remover diretamente trimeros de HSF1 dos elementos de
choque térmico (HSE) no DNA, tendo uma fungdo n&o redundante na inibigdo de
HSF1, o que as vezes pode ocasionar uma resposta ineficaz ao estresse (KIJIMA et
al., 2018; ZOU et al., 1998; MARUNOUCHI, 2013). Por sua vez, a diminuicdo de
HSF1 suprime a produg¢ao de HSPs, contribuindo com o envelhecimento celular e o
desenvolvimento de patologias correlatas (GOMEZ, 2021).

Assim, a resposta celular na lesdo inativa, através da "fase de atenuacéao”,
sugere uma resposta anterior ao estresse visando restaurar as fungdes celulares,
sendo interrompida pela agdo de HSP90 sobre HSF1. HSP90 pode estar prevenindo
uma resposta eficaz diante de novos estimulos nocivos, o que indicaria uma futura
recaida para uma lesdo ativa. De fato, outra analise computacional associou HSP90
a uma via envolvida na etiopatogénese da EM (MAMMANA et al., 2018). Além disso,
a regulacao positiva de HSP90AA1 em oligodendrécitos e neurbnios nas lesdes de
EM numa analise de trajetoria pseudotemporal foi associada ao longo do tempo com
a regulagao positiva da resposta ao choque térmico, e com vias de estresse e morte
celular (SCHIRMER et al., 2019). HSP90AA1 também apresentou uma alta
expressdo em pacientes com EM apresentando o hapldtipo de risco
HLA-DRB1*15:01 e alta expanséo clonal de células B (MIKAMI; LEVY, 2024). Logo,
a presenga da resposta ao choque térmico apenas por chaperonas ndo garante que
a lesdo permanecera inativa, sendo necessario investigar fatores adicionais.

A lesao ativa foi associada predominantemente com eventos do sistema

imunolégico, o que corrobora com um ambiente onde se observa inflamagéo,
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infiltragdo e atividade de células imunes. Entre as vias exclusivas ligadas a essa
lesdo, a mais significativa foi a sinalizagdo via TRAIL, uma via indutora da apoptose.
A via inicia-se com a ligagdo de TNFSF10 (TRAIL) aos receptores TNFRSF10A ou
TNFRSF10B, que se trimerizam e recrutam FADD, o que leva posteriormente a
ativacado da caspase 8 (CASP8) e de mecanismos de morte celular (CHAUDHARY et
al., 1997). Com excecédo de FADD, todas as proteinas citadas foram encontradas
superexpressas na lesdo ativa. No entanto, além delas houve também a
superexpressdo da proteina CFLAR, unica especifica da lesdo pertencente a essa
via. Ao contrario das demais, a fungcdo de CFLAR quando superexpressa € inibir a
apoptose mediada por Fas (CD95) ao bloquear o recrutamento e processamento de
CASP8 (SCAFFIDI et al., 1999).

Estudos relatam que CFLAR é regulada positivamente em linfocitos T e B do
sangue periférico de pacientes com EM clinicamente ativa, sendo notavelmente mais
expressa em infiltrados linfocitarios no LCR desses pacientes quando em
comparagao com controles e outras doengas neuroinflamatérias e relacionando-se
com o numero de recaidas clinicas (GOMES et al., 2003; SEIDI; HARIEF, 2002;
SEMRA et al., 2001; SHARIEF, 2000). Além disso, mesmo com a superexpressao de
genes pertencentes a via apoptética mediada por Fas, a apoptose celular nessas
células nao ocorreu, o que correlaciona a superexpressdao de CFLAR a um
mecanismo de resisténcia a apoptose (GOMES et al., 2003; SEIDI; SHARIEF, 2002).
Uma associacao interessante também foi descrita entre a resisténcia a apoptose e
regulacéo positiva de CFLAR em linhagens celulares de linfoma de Burkitt positivas
para EBV, o que poderia explicar parcialmente a alta associa¢cdo da infecgao por
EBV com o desenvolvimento da EM (TEPER; SELDIN, 1999). Portanto, isso indica
que CFLAR pode desempenhar um papel crucial na progressao das lesdes ativas da
EM ao prolongar a sobrevivéncia de linfocitos autorreativos patogénicos, podendo
ser util como um biomarcador.

Em investigagdes mais recentes, CFLAR aparece desregulado em ratos com
encefalomielite experimental autoimune (EAE) no primeiro pico da doenca e
reaparece em sua fase crbnica, sendo associado principalmente a via de formagao
do tecido linféide (HAMANO et al., 2024). Durante a EAE em roedores e EM em
humanos, CASP8 e CFLAR também estiveram superexpressos em células
mieldides, sobretudo em micréglias macrofagos, associando-se a desmielinizagao e

dano axonal (KIM et al.,, 2022). Uma metanalise com dados de microarray em
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doencgas associadas ao acumulo de proteinas mal enoveladas, como o Alzheimer, a
deméncia com corpos de Lewy e a deméncia frontotemporal, CFLAR esteve incluido
numa assinatura de genes pan-neurodegenerativos por sua expressao aumentada
em microglias (NOORI et al., 2021).

Na lesdao remielinizante, “Interacdes membrana-MEC n&o-integrina” foi a via
biolégica diferencial mais significativa. Dois genes, HSPG2 e COL4A6, foram
exclusivos para a lesdo nessa via e estavam relacionados a diferentes clusters.
HSPG2 estava associado a LAMA3, SDC2, ITGB5 e LAMAS, enquanto COL4A6
estava associado a COL5A2, COL5A3, COL5A1, FGF2, PDGFB, THBS1, COL3A1,
COL1A1 e COL1A2. Em um estudo anterior, HSPG2 também foi a principal proteina
superexpressa em lesdes remielinizantes precoces de camundongos tratados com
cuprizona (CPZ), associando-se ao processo de desenvolvimento do sistema
nervoso na subcategoria de mielinizagao (SZILAGYI et al., 2020). J& COL4AG6 foi
uma das proteinas diminuidas na via de interacdo membrana-MEC em ratos com
Alzheimer, o que ocasionou a interrupgdo da neurogénese compensatéria e
progressao da neurodegeneragao (RUDNITSKAYA et al., 2019).

HSPG2, também conhecido como perlecan, € um proteoglicano multi-dominio
com fungdes na adesédo celular, crescimento e manutengdo da membrana basal,
podendo promover atividade de crescimento durante o desenvolvimento e reparo
(MURDOCH et al., 1992). Junto a LAMA3/5, SDC2 e ITGB5, participa de funcdes
como suporte estrutural, adesao celular, regulagao do crescimento e manutengao da
homeostase no tecido nervoso (MELROSE et al., 2021). HSPG2 foi superexpresso
em lesdes remielinizantes de cérebros de roedores apdés AVC, sendo associado a
uma melhora na morfologia dos neurdnios e na fungdo motora quando recebiam
aplicacao de um dos seus dominios (LEE et al., 2011; ROBERTS et al., 2012). Em
humanos, € superexpresso em corneas humanas lesionadas, participando da
regeneracdo da membrana basal (TORRICELLI et al., 2015). A perda desse
proteoglicano aumenta a permeabilidade da membrana, o que pode estar associado
a uma fungdo de estabelecer e patrulhar as fronteiras do tecido, como a BHE
(HASSEL et al., 1980; FARACH-CARSON et al., 2014). Embora nado existam
estudos provando o papel neuroprotetor de HSPG2 na EM, a manutencdo da
estabilidade da BHE e a indugdo de crescimento e reparo cerebral podem
possivelmente promover efeitos benéficos nesta patologia.

No segundo cluster, uma das proteinas superexpressas foi o fator de
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crescimento PDGFB, que participa no recrutamento de pericitos para os vasos do
SNC. Os pericitos s&o essenciais para cobrir as células endoteliais no SNC desde a
embriogénese. Ele participa na formag¢ao da BHE e inibe moléculas que aumentam a
permeabilidade vascular, o que bloqueia a invasao de células imunes no SNC. Além
disso, os pericitos também expressam altos niveis de colagenos, como COL1A1,
COL1A2 e COL3A1, o que poderia explicar a expressao aumentada nessa via
(ZHANG et al., 2014). Os colagenos sédo importantes componentes da MEC e seus
peptideos derivados da clivagem participam de processos como desenvolvimento e
reparo tecidual (RICARD-BLUM, 2011). COL4A6, o unico especifico da lesdo entre
eles, ja foi associado com a integridade da membrana basal e com a remielinizagéo
de cérebros de camundongos lesionados com CPZ (TAKEUCHI et al., 2015;
ROBINSON et al., 2020). Portanto, uma quantidade significativa de moléculas
superexpressas nessa via relacionam-se a um papel protetor na manutengao da
BHE em lesdes remielinizantes. Mecanismos moleculares e celulares parecem
convergir em uma resposta contra a neuroinflamagéo, onde pericitos induzidos por
fatores como PDGFB promovem protegdo aumentada da BHE enquanto
componentes da MEC previnem a infiltragao de linfocitos patogénicos e estimulam o
reparo tecidual.

Estes dados contribuem para uma maior compreensdo dos mecanismos
patogénicos envolvidos na EMSP e exploram a utilidade de alguns genes na
caracterizagao desse fenotipo clinico, propondo seu uso como biomarcadores de
diagnodstico. Apesar disso, outros estudos s&o necessarios para confirmar as
hipéteses sugeridas, visto que estudos computacionais tém acesso limitado a dados
da vida pregressa dos individuos doadores, o que pode influenciar na expressao

génica.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo caracterizou diferentes perfis moleculares envolvidos na
patogénese das lesbes histopatoléogicas da EMSP, dentre os quais eventos
imunologicos sdo os principais envolvidos na patogénese de lesbes ativas na
doenca. No entanto, observou-se outros fatores associados com a continuidade da
neurodegeneragcdo, como a inibicdo da morte celular programada em linfocitos
patogénicos e a atenuacdo da resposta ao estresse celular. Além disso, foi
demonstrado que a fase progressiva da EM também apresenta sinais de
remielinizagdo e reparo do tecido cerebral, ainda que de forma limitada em lesdes
remielinizantes e pouco eficaz para reverter o quadro patolégico geral. Testes
experimentais devem ser realizados para validar o potencial dos genes WNT5A,
HSP90AA1, CFLAR, HSPG2 e COL4A6 como biomarcadores na EMSP, visto que

refletem diferentes microambientes que coexistem neste fendétipo.
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