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RESUMO

A Adrenoleucodistrofia ligada ao X (ALD) € um erro inato do metabolismo causado por
variantes no gene ABCD1 que codifica a proteina peroxissomal ALDP. Existem diferentes
fenotipos relacionados a essa doenca, 0s quais podem ser classificados de acordo com suas
manifestagcdes. O mais severo deles, chamado de adrenoleucodistrofia cerebral (CALD), causa
desmielinizacdo da matéria branca do cérebro e apresenta-se ainda na infancia em muitos
pacientes do sexo masculino, porém, também pode ser desenvolvida mais tardiamente.
Curiosamente, pacientes com 0 mesmo genotipo podem apresentar diferentes fenotipos e ndo
h& marcadores genéticos ou metabolicos de progndstico bem estabelecidos para CALD, bem
como também ndo se conhecem os mecanismos pelos quais é causada. Dessa forma, supde-se
que as lesGes a matéria branca do cérebro tenham outras causas que ndo as puramente genéticas.
Nesses casos, tornam-se interessantes abordagens mais amplas, como a biologia de sistemas,
pois essa analise pode conectar um grande nimero de fatores modificadores em potencial e
torna possivel visualizar as informacdes mais relevantes para maiores investigacdes. Esse
estudo teve como foco a andlise do perfil de expressdo de CALD e outro fenétipo de ALD,
adrenomieloneuropatia (AMN) em comparacdo com grupos controle. Os conjuntos de dados
foram obtidos de bancos de dados publicos e processados somente com ferramentas de
bioinformatica para observar-se os genes diferencialmente expressos, sua presenca em vias
metabolicas e anotacOes sobre seus processos biologicos além de sua visualizagdo em uma rede
de interacdes. Os resultados mostram alteracdes na sinalizacdo celular e na expressdo de
proteinas ribossomicas, confirmando consequéncias ja observadas em outras doencas
neurodegenerativas. E sugerido que alguns genes, tais como RPS2, RPS21, SRP14 e FUS, sejam
considerados alvos em potencial para maiores investigacdes em pesquisas experimentais sobre
ALD.

Palavras-chave: adrenoleucodistrofia; biologia de sistemas; doengas desmielinizantes;
expressdo génica; redes de interagBes proteina-proteina.



ABSTRACT

X-linked adrenoleukodystrophy (ALD) is an inborn error of the metabolism caused by variants
in ABCD1 gene that codes for the peroxisomal protein ALDP. There are different phenotypes
related to that disease, which can be classified by their manifestations. The severe form, cerebral
adrenoleukodystrophy (CALD), causes demyelination of the brain white matter and has an early
onset in the childhood of many male patients. Curiously, patients with the same genotype can
present different phenotypes and there are no established genetic or metabolic markers of
prognosis for CALD and neither a known mechanism by which it is caused. Thus, the damaging
of brain white matter is supposed to be caused by reasons not purely genetic. For these purpose,
systems biology approaches can be useful to understand the mechanisms of neurological
impairment in the different phenotypes. The present study focused on the analysis of the gene
expression profile of CALD and another ALD phenotype, adrenomyeloneuropathy (AMN)
compared to control groups. The datasets were obtained from public databases and processed
only with bioinformatic tools to observe the differential expressed genes, their function in
metabolic pathways and biological processes annotations, as well as their interaction in a
network. The results showed cell signaling alterations and differential expression of many
ribosomal proteins, thus confirming consequences already observed in other neurodegenerative
disorders. It is suggested that some of the genes found, like RPS2, RPS21, SRP14 and FUS, be
considered potential targets to further investigation of ALD in experimental research.

Keywords: adrenoleukodystrophy; systems biology; demyelinating diseases; gene expression;
interaction network, protein
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1 INTRODUCAO

1.1 Erros inatos do metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo um amplo grupo de doencas causadas por
mutacBes em genes que codificam proteinas com fungdes em vias metabdlicas (ARGMANN et
al., 2015). Consequentemente, esses distarbios levam a falhas na sintese, degradacéo,
armazenamento e transporte de moléculas tais como carboidratos, acidos graxos e proteinas.
Essas doencas sdo geneticamente herdadas, sendo a maioria de carater autossdbmico recessivo,
enquanto algumas apresentam padrdo de heranca ligado ao cromossomo X. As manifestagdes
patoldgicas sdo heterogéneas de forma que muitas vezes ndo se encontra relacdo entre a
gravidade dos sintomas e a(s) variante(s) genética(s) responsaveis pela doenca, sugerindo-se a
atuacdo de fatores modificadores e a semelhanca dos EIM com outras doengas complexas
(ARGMANN et al., 2015).

As enzimas tém papel chave no desenvolvimento dos EIM, pois sdo as principais proteinas
com funcéo de sintese ou degradacdo de moléculas organicas e normalmente participam de
reacbes em cadeia nas quais 0S processos sdo interdependentes. Mutacdes em genes
codificantes para enzimas, bem como em quaisquer outros relacionados com alguma etapa de
um processo metaboélico, podem causar tanto o0 acimulo de produto de uma determinada enzima
quanto a falta de substrato para outra. Nesse caso, as substancias encontram-se respectivamente
em concentragc@es toxicas ao organismo ou incompativeis com a manutencdo do metabolismo
(PINTO, 2017).

Os sintomas encontrados em EIM sdo inespecificos e comuns a diversas doencas
metabdlicas e também a quadros infecciosos, de forma que torna-se dificil o diagnostico
precoce e facil a confusdo com outras disfuncgdes. A classificacdo das doencas em trés grupos
organizados de acordo com os fen6tipos clinicos pode ser Gtil para facilitar a sua compreenséao
(Figura 1; SAUDUBRAY et al., 2006). O primeiro grupo contempla as doengas nas quais 0s
individuos afetados apresentam defeitos na sintese ou quebra de moléculas complexas. O
segundo grupo envolve os erros de metabolismo intermediario que levam a intoxicacdo do
individuo e por fim o terceiro contém as disfuncdes relacionadas com a deficiéncia na producao
ou uso de energia pelo organismo. Todos esses podem ser subdivididos em categorias mais
especificas, destacando-se para essa discussao uma das subclasses do terceiro grupo, as doencas

peroxissomais.



Figura 1. Classificacdo de EIM de acordo com o fenétipo clinico.
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1.2 Doencas peroxissomais

Os peroxissomos sdo organelas conhecidas por armazenarem enzimas relacionadas ao
metabolismo do peroxido de hidrogénio e estdo presentes em todas as células, com excec¢do das
hemécias. Dentre suas funcbes metabolicas, o peroxissomo sintetiza plasmalogénios,
importantes para a constituicdo de membranas e mielina, exerce a beta-oxidacdo de acidos
graxos de cadeia muito longa (VLCFA, do inglés very long chain fatty acids) que ndo podem
ser metabolizados na mitocdndria, realiza alfa-oxidacdo de &cidos graxos e faz a desintoxicacdo
de glioxilato (POLL-THE, AUBOURG & WANDERS, 2006). Problemas envolvendo uma ou
mais fungbes constituem a subclasse de EIM chamados de doengas peroxissomais.

Esses transtornos sdo geneticos e apresentam padrdo de herancga autossémico recessivo, com
excecdo da adrenoleucodistrofia ligada ao X. As doencas sdo classificadas em trés grupos,
sendo o primeiro relacionado a problemas de biogénese do peroxissomo, o segundo referente a
deficiéncia de enzima peroxissomal e o terceiro relativo a deficiéncia de transporte de substrato
peroxissomal (AUBOURG & WANDERS, 2013).

Em geral os pacientes podem apresentar caracteristicas dismarficas no cranio e esqueleto,
anomalias neuroldgicas e disfungdes hepéticas e gastrointestinais. O inicio dos sintomas €
associado normalmente com o atraso do desenvolvimento neural ainda na infancia e coincide
com a idade escolar. Esses sinais clinicos sdo observados juntamente com a idade do individuo
para que seja feito o diagndstico diferencial, uma vez que ndo ha exame laboratorial que possa
testar a presenca de todas as doencas peroxissomais de uma vez. Esse € um passo importante
para buscar o tratamento mais adequado, pois enquanto que para algumas dessas doencas nao
ha tratamento, para outras existem interveng6es capazes de desacelerar a progressdo dos danos.
Na doenca de Refsum, por exemplo, interven¢des no consumo de certos tipos de lipidio

combinado ou ndo a plasmaférese tém sido empregadas para deter neuropatias.

1.3 Adrenoleucodistrofia ligada ao X

A adrenoleucodistrofia ligada ao X (ALD) é a Unica constituinte do terceiro grupo de EIM
peroxissomais descritas acima e € o distdrbio peroxissomal mais comum com incidéncia de
aproximadamente 1:17000, nos Estados Unidos, considerando os pacientes de ambos 0s sexos
gue manifestam sintomas (MOSER et al., 2016). Essa doenca se caracteriza pela presenca de
variantes de perda de funcdo do gene ABCD1 que se encontra na regido 28 do brago longo do

cromossomo X. Esse gene codifica uma proteina pertencente a superfamilia dos transportadores
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de cassete de ATP (ABC), dividida em sete subfamilias, incluindo a subfamilia ALD a qual
pertence a proteina ALDP. Essa proteina é codificada por ABCD1 e sua funcdo envolve o
transporte de acidos graxos para o interior do peroxissomo, processo necessario para que seja
realizada a oxidacdo de VLCFA (GeneCards symbol: ABCD1).

Consequentemente a perda dessa fungdo ocorre o acimulo de VLCFA em tecidos e no
plasma dos pacientes (RICHMOND et al., 2020). Outros sinais clinicos podem envolver as
glandulas adrenais e acometimentos neurologicos, porém os fendtipos sdo variados e nédo
apresentam relacdo direta entre a gravidade da doenga manifestada com a variante genética do
individuo. Dentre as formas existentes, destacam-se a adrenomieloneuropatia (AMN) e a
adrenoleucodistrofia cerebral (CALD), que muitas vezes sdo observadas dentro de uma mesma
familia.

AMN ¢ o fen6tipo mais comum e é apresentado por 60% das mulheres heterozigotas ap6s
0s 40 anos de idade e 60% dos pacientes adultos do sexo masculino por volta dos 20 anos
(POLL-THE, AUBOURG & WANDERS, 2006). Nessa manifestagdo ocorrem danos & medula
espinhal, axonopatias distais e, na maioria dos homens, insuficiéncia das glandulas adrenais.
Apesar de incomum, também pode ser observada atrofia do cerebelo e aspecto cinzento da
matéria branca em algumas regibes do cérebro, porém sem desmielinizacdo (AUBOURG &
WANDERS, 2013).

CALD ¢ considerada a versdo mais severa da doenca sendo que em 40% dos casos é
manifestada ainda na infancia por meninos entre 5 e 12 anos no fenétipo conhecido como
childhood cerebral ALD (CCALD). O inicio de CCALD ¢é observado com dificuldades
escolares, falta de atencdo, mudangas de comportamento, dano visual e auditivo que evoluem
para quadriplegia, ataxia cerebelar e comumente convulsGes, hipertensdo intracraniana e
acometimentos adrenais. O cérebro tem a matéria branca atingida por desmielinizacdes,
causando lesdes muitas vezes simétricas, de carater inflamatdrio e rapida degeneracdo
neuroldgica (POLL-THE, AUBOURG & WANDERS, 2006). Estima-se que 35% dos pacientes
do sexo masculino correm risco de desenvolver CCALD e 35% dos pacientes adultos com
AMN desenvolvem a forma cerebral da doenca, totalizando 65% de chance de um homem com
ALD apresentar o fenotipo CALD, enquanto que nenhuma mulher desenvolve a forma cerebral
(AUBOURG & WANDERS, 2013). Esses individuos também apresentam desmielinizacéo e
sintomas neuroldgicos semelhantes com o mesmo desfecho, porém de forma mais lenta (POLL-
THE, AUBOURG & WANDERS, 2006).

Os melhores métodos para diagnosticar individuos de ambos os sexos com ALD incluem a

quantificacdo de lisofosfatidilcolina-C26:0 no sangue por meio de cromatografia liquida
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acoplada a espectrometria de massa em tandem e o sequenciamento do gene ABCD1 (TURK et
al., 2020). O diagnostico precoce permite tratamento com transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCH) para a desaceleracao da desmielinizacdo em casos de CALD, no entanto
estima-se que menos de 50% dos pacientes aptos a receber TCH conseguem fazé-lo no periodo
em que o tratamento ainda é eficaz (POLL-THE, AUBOURG & WANDERS, 2006). Outra
alternativa é a administracéo de 6leo ertcico, conhecido como Oleo de Lorenzo. Em diferentes
estudos no qual esse tratamento foi testado, chegou-se a conclus@o que o 6leo esta associado a
normalizacdo dos niveis de VLCFA no sangue, e mostra beneficio quando usado por criangas
assintomaticas. No entanto, esses resultados podem ser controversos dada a dificuldade de

realizar ensaios clinicos com grupos controle (FATOUH, 2022).

1.4 Biologia de sistemas

Ainda que ndo exista um consenso sobre sua definicdo, a biologia de sistemas &,
resumidamente, uma abordagem usada para compreender interacdes em grande escala unindo
partes menores que dependem umas das outras. Essas analises séo multidisciplinares e tém
como bases a bioinformatica, a sinalizacéo celular, a genébmica e a proteémica. A demanda por
essa abordagem surge da complexidade comumente associada aos organismos vivos, nos quais
multiplos fatores atuam para um resultado final. Andalises experimentais de forma classica
muitas vezes observam os fatores de forma isolada para identificar qual a possivel contribuicéo
de cada um nesse resultado. Com auxilio de ferramentas computacionais é possivel combinar
diferentes resultados experimentais, filtra-los, testar sua relevancia e por fim sugerir novas
hipoteses ou predic@es in silico que podem ser Uteis para novos experimentos in vitro e in vivo
(KITANO, 2002). Este é um ciclo de enriquecimento dos conhecimentos sobre biologia e satde

bem como de avanco em tratamentos (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de utilizacdo da biologia de sistemas
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Fonte: KITANO, Hiroaki. Computational systems biology. Nature, vol.420, 14 nov 2002

Levando em consideracdo que as proteinas sdo moléculas importantes para a estrutura e
funcBes metabolicas dos organismos, é natural que elas sejam um foco de anélise de abordagens
de biologia de sistemas. Para fins de discussao no presente estudo, destaca-se uma técnica em
especifico que observa as interagdes proteicas como nds e arestas de uma rede. Nessas redes de
interacdes as proteinas podem ser representadas como nos, enquanto a interagdo direta entre
duas proteinas (interacdo proteina-proteina) € considerada uma aresta (ALM & ARKIN, 2003).
Alem dessas interagdes diretas, a rede permite visualizar nés com maiores numeros de
interagcOes, chamados hub, regides mais densamente ligadas, ou clusters (BADER & HOGUE,
2003), bem como propriedades da rede em geral que dizem respeito a sua densidade, ao grau
de ligacdo de seus nds e as demais medidas de centralidade que ligam suas extremidades
(SCARDONI, TOSADORI & LAUDANNA, 2014).

Abordagens de biologia de sistemas sdo sugeridas como boas alternativas para observar
fatores modificadores em EIM (ARGMANN et al., 2015). O emprego de redes de interagdo no
estudo de doencas lisossdmicas, um outro grupo de EIM, trouxe melhor compreenséo sobre 0s
danos neuroldgicos que ocorrem em mucopolissacaridoses (SILVA & MATTE, 2022). Além
disso, ja se pesquisou sobre a heterogeneidade dos fenotipos de ALD com abordagens multi-
Omicas, também com resultados interessantes (RICHMOND et al., 2020). Pontuando a
semelhanca de EIMs, pode-se sugerir que a unido dessas técnicas seja Util para trazer maior

compreensdo quanto a mecanismos que causam fendtipos os heterogéneos de ALD.
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1.5 Justificativa

ALD é causada por variantes de um unico gene, porém a gravidade de seus fendtipos ndo
apresenta correlacdo com os genotipos, de forma que a doenca adquire um carater heterogéneo.
Por esse motivo, se observa sua semelhanca com doencas complexas em que ha fatores agindo
em conjunto, como agentes ambientais, epigenéticos, bem como a contribuicdo de genes
modificadores. Como ja observado em outros trabalhos, dois métodos distintos de biologia de
sistemas permitiram melhor compreenséo tanto de outro EIM como da propria ALD, porém
ndo se conhece uma exploracdo que incorpore fatores desses dois conceitos. Além disso, ndo
existe consenso na comunidade cientifica sobre como um fendtipo que ndo causa
desmielinizacdo no cérebro pode passar a fazé-lo e tampouco existem marcadores Uteis para o
progndstico de pacientes com a doenca. Nessa pesquisa foi entdo realizada a integracdo de
analises transcriptbmicas com o uso de redes de interagdo na tentativa de explorar novas

hipdteses sobre essas questdes.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo dessa pesquisa é analisar os perfis de expressdo génica na ALD, comparando

amostras de individuos com AMN e com CALD.

2.2 Objetivos especificos

Tracar o perfil de expressdao de amostras de AMN, CALD e controles saudaveis.

e Comparar os diferentes conjuntos de dados para obter-se os genes diferencialmente
expressos.

e Observar as proteinas codificadas por cada um desses genes em uma rede de interagdes.

e Procurar por clusters e genes hub que podem ser potenciais agentes modificadores dos
fenotipos.

e Relacionar as interaces com vias metabolicas em uma anlise de enriquecimento.

e Comparar os achados de diferentes conjuntos de dados e procurar por semelhancas e

diferencas.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados preliminares obtidos nessa pesquisa foram organizados no formato de artigo
cientifico de acordo com as normas de submissdo do peridédico “Metabolic Brain Diseases”.
Neste momento o artigo estd em portugués e serd, apos avaliacdo da banca, traduzido para a

lingua inglesa.
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RESUMO

A Adrenoleucodistrofia ligada ao X (ALD) é um erro inato do metabolismo causado por
variantes no gene ABCD1, que codifica a proteina peroxissomal ALDP. Existem diferentes
fendtipos relacionados a essa doenca, os quais podem ser classificados de acordo com suas
manifestagcdes. O mais grave deles, chamado de ALD cerebral (CALD), causa desmielinizacéo
da matéria branca do cérebro (MB) e pode iniciar-se ainda na infancia. Curiosamente,
individuos com o mesmo genétipo podem apresentar diferentes fendtipos e ndo ha marcadores
genéticos ou metabolicos de prognéstico bem estabelecidos para CALD, bem como também
ndo se conhecem os mecanismos pelos quais é causada. Dessa forma, supBe-se que as lesdes a
MB tenham outras causas que ndo as puramente genéticas. Nesses casos, tornam-se
interessantes abordagens mais amplas, como a biologia de sistemas, pois essa analise pode
conectar um grande numero de fatores modificadores em potencial e torna possivel visualizar
as informagdes mais relevantes para maiores investigacfes. Esse estudo teve como foco a
analise do perfil de expressdo de CALD e outro feno6tipo de ALD, adrenomieloneuropatia
(AMN) em comparacgdo com grupos controle. Os conjuntos de dados foram obtidos de bancos
de dados publicos e processados somente com ferramentas de bioinformaética para observar-se
0s genes diferencialmente expressos, sua presenca em vias metabdlicas e anotacdes sobre seus
processos bioldgicos além de sua visualizagdo em uma rede de interacdes. Os resultados
mostram alteracBes na sinalizacdo celular e na expressdo de proteinas ribossémicas,
confirmando consequéncias ja observadas em outras doencas neurodegenerativas. E sugerido
que alguns genes, tais como RPS2, RPS21, SRP14 e FUS, sejam considerados alvos em
potencial para maiores investigacdes em pesquisas experimentais sobre ALD.
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Palavras-chave: adrenoleucodistrofia; biologia de sistemas; doencas desmielinizantes;
expressao génica; redes de interacdes proteina-proteina.

3.1 Introducéo
Adrenoleucodistrofia ligada ao X (ALD; OMIM: 300100) é um erro inato do metabolismo (EIM), sendo

a doenca peroxissomal mais comum, com incidéncia de 1:17000, nos Estados Unidos, considerando os pacientes
de ambos os sexos que manifestam sintomas (Moser et al. 2016). Sua causa esta relacionada com variantes no gene
ABCD1, que codifica a proteina ALDP responsavel pelo transporte de acidos graxos de cadeia muito longa
(VLCFA, do inglés very long chain fatty acids) para o interior do peroxissomo (Moser 1997), onde esses lipidios
sofrem beta-oxidacdo (Poll-The, Aubourg & Wanders 2006). O comprometimento dessa fungdo provoca o
acumulo de VLCFA nos tecidos e plasma de individuos com a doenga (O’Neill et al. 1982; Honey et al. 2021).

Uma das formas da doenca, conhecida como adrenomieloneuropatia (AMN), é desenvolvida na idade
adulta por praticamente todos os pacientes do sexo masculino e 80% das mulheres heterozigotas (Kemp et al.
2016). Nessa manifestagdo, ocorre neuropatia progressiva da medula espinhal e nervos periféricos, combinada a
disturbios sensoriais (Moser, Mahmood & Raymond 2007). Aproximadamente 35% dos meninos que nascem com
ALD e 35% dos homens com AMN desenvolvem uma forma inflamatéria mais severa que atinge o sistema nervoso
central causando desmielinizagdo da matéria branca e levando a morte em aproximadamente 4 anos apds o inicio
dos sintomas. Esse fenotipo é conhecido como ALD cerebral (CALD) (Aubourg & Wanders 2013).

Até dezembro de 2021, foram catalogadas 3401 variantes relacionadas a ALD, dentre elas, 948 provaveis
patogénicas, 40 benignas e 249 de significado indeterminado (Mallack et al. 2021). No entanto, ndo ha relacdo
direta entre a severidade dos sintomas apresentados com o genétipo dos pacientes, de forma que mesmo gémeos
monozigoticos podem apresentar fenotipos discordantes (Korenke et al. 1996). Além disso, ndo se tém marcadores
bioguimicos ou genéticos de progndstico estabelecidos, de forma que ndo é possivel prever quais individuos
apresentardo acometimentos cerebrais (Honey et al. 2021).

Pacientes CALD diagnosticados logo no inicio dos sintomas podem ser tratados com transplante de
células tronco hematopoiéticas para conter 0 avanco rapido da doenca (Peters et al. 2004). Dessa forma, seria de
grande beneficio a descoberta de fatores modificadores com potencial para progndéstico. O emprego de biologia de
sistemas foi sugerido como alternativa para pesquisas com EIM (Argmann et al. 2015). Nessa linha de pensamento,
bons resultados foram obtidos com analises multi-6micas aplicadas no estudo de ALD (Richmond et al. 2020),
bem como no uso de redes de interagBes para a observagdo de patologias neurolégicas de outros EIM (Silva &
Matte 2022).

ALD é uma doenga rara e de acometimento do sistema nervoso, o que dificulta a coleta de amostras
adequadas para estudos de expressdo. Por conta disso, nesse estudo foram incorporados conceitos e amostras de
pesquisas anteriores, extraindo-se informagdes relevantes de forma eficiente. Conjuntos de dados pablicos foram
submetidos & anélise de expresséo diferencial e posteriormente os resultados de comparagdes entre CALD, AMN

e controles tiveram suas interacdes observadas em uma rede.

3.2 Metodologia

3.2.1 Andlises transcriptdmicas
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Os conjuntos amostrais utilizados para essa pesquisa foram retirados dos bancos de dados publicos Gene
Expression Omnibus (GEO), 4 estudos, e ArrayExpress (AE), um estudo. Todas as amostras sao relativas a analises
de transcriptbmica de tecidos humanos. Detalhes dos estudos, incluindo tecidos e grupos analisados, estéo
apresentados na tabela 1. A andlise foi feita em software Rstudio com os pacotes limma v.3.50.3 (Ritchie et al.
2015) para os dados de microarray e edgeR v. 3.36.0 (Chen, Lun & Smith 2016) para o de RNA-seq, tendo como
objetivo observar a expressdo diferencial de CALD vs. AMN e AMN vs. controle, quando possivel, e de CALD

vs. controle para todas as amostras. Os parametros envolveram filtragem por False Dicovery Rate e cutoff de 0,05.

Tabela 1. Resumo sobre as amostras usadas no estudo

Identificagdo Meétodo Tecido/Célula Fenodtipos  Quantidade  Replicatas

iPSCs induzidos para Controle 3 3
células endoteliais

GSE108012  RNA-seq microvasculares do

i CALD 3 3
ceérebro
Controle 2 8
GSE117647  Microarray fibroblastos AMN 3 8
CALD 4 8
E Controle 2 3
O GsEsssos  Microarray T oCS Induzidos para CALD 3 3
oligodendrocitos
AMN 4 3
Controle 3 8
GSE34309 Microarray iPSCs
CALD 2 5
Controle 3 5
GSE34308 Microarray Fibroblastos
CALD 2 5
Controle 13 1
oot 3 :
£ E-MEXP-3288 Microarray Substancia branca cerebral
AMN g 1
cerebral

GEO: Gene Expression Omnibus, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/.
AE: ArrayExpress.https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/.
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3.2.2 Redes de interagéo

Listas contendo os genes diferencialmente expressos obtidos com a analise de transcriptdmica foram
submetidas ao programa STRING v.11.5 (Szklarczyk et al. 2021). O nimero de genes foi limitado aos 2000 com
menor valor de p, levando em consideracdo que esse é o nimero méximo de nds aceitos. As fontes de interacdo
selecionadas foram as obtidas a partir de experimentos, co-expressao, vizinhanga e co-ocorréncia e o nivel de
confianga foi imposto como alto (escore minimo de 0,7). Visualizou-se até 50 interacdes primérias e 50
secundarias. As redes resultantes foram submetidas entdo ao software Cytoscape v.3.9.1, onde foram observados
os clusters com o aplicativo MCODE v.2.0.2 impondo os parametros de fluff 0.1 e node score cutoff 0.2. com
haircut (Bader & Hogue 2003).

Também foi realizada uma busca por genes hub em cada rede com o aplicativo cytoHubba v.0.1, na qual
observou-se 0s 75 nds mais importantes de acordo com o pardmetro Maximal Clique Centrality (MCC) (Chin et
al., 2014). Por fim, foi empregado também o aplicativo CentiScaPe v.2.2 para a verificacdo das propriedades

diameter, degree, closeness, stress e betweenness (Scardoni, Tosadori & Laudanna 2014).

3.2.3 Andlise de Enriquecimento

Visando filtrar os resultados mais relevantes obtidos com a analise de expressao diferencial, as listas
contendo os genes diferencialmente expressos e seus respectivos p-valores para cada comparagdo foram
processadas com o pacote pathfindR v.1.6.3. A essa analise foi aplicado 0 método de correcdo de Bonferroni, com
limiar de 0,05 para o p-valor. Utilizou-se como banco de dados para a pesquisa de anota¢@es o Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG; Kanehisa & Goto 2000).

Listas de genes diferencialmente expressos, que constavam dos termos observados com os resultados de
pathfindR, foram submetidas ao enriquecimento com o pacote clusterProfiler v.4.2.2 (Wu et al. 2021). Para essa
etapa foram procuradas as anotacGes de processos bioldgicos fornecidas no banco de dados Gene Ontology (GO;
Huaiyu et al. 2019).

3.3 Resultados

3.3.1 Clusters, genes hub e topografia das redes

Cada conjunto de dados foi analisado primeiro individualmente e, ap6s, comparados. Em relagdo ao nimero de
clusters, os grupos variaram de 46 a 21. A média de clusters foi de 35 (CALD vs Controle), 36 (AMN vs
Controle) e 34 (CALD vs AMN) (Tabela suplementar 1). Os clusters sdo regides da rede onde os nds encontram-
se densamente ligados uns aos outros, indicando possivelmente complexos de moléculas. A representacdo dos
maiores clusters dos grupos com amostras de CALD e AMN séo observadas na figura 1. Tanto para GSE117647,

quanto para E-MEXP-3288, os clusters de AMN vs controle e CALD vs controle parecem muito semelhantes.
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Fig 1 Os maiores clusters dos conjuntos de dados para as comparagdes de CALD, AMN e controles

CALD vs Controle AMN vs Controle CALD vs AMN
GSE117647 GSE117647 GSE117647

Cada nd de uma rede biologica pode ser observado de acordo com as medidas de centralidade, que sdo
parametros que ajudam a selecionar quais nos provavelmente sdo mais influentes para os processos bioldgicos
representados na rede (Scardoni, Tosadori & Laudanna 2014). O grau (degree) indica a quantidade de interacdes
que um no realiza com outros nos vizinhos. Um n6 com alto grau é chamado de hub e normalmente sustenta
ligacBes de vizinhos de menor grau. Os resultados encontrados para cada grupo de dados foram comparados e
genes em comum foram ordenados de acordo com o pardmetro degree. Apenas 4 genes foram comuns a todos 0s
seis grupos de CALD vs controle (RPL21, RPS11, RPS15A e RPS7) e mais 26 eram comuns a pelo menos 5 grupos.
Em AMN vs controle foram vistos 55 genes comuns a todos os grupos, enquanto que para CALD vs AMN foram
observados 76. A fim de encontrar focos mais especificos para analise, procurou-se os genes com degree igual ou
maior que os 5 primeiros genes dessas listas (tabela suplementar 2). Entre esses resultados mais relevantes foram

encontrados trés genes, RPS27A, RPS11 e RPS4X em comum em todas as comparacgdes (Tabela 2).
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Genes Betweenness Closeness Degree Stress
CALD x Controle
RPS4X 6,16E+01 — 9,09E+03 4,11E-04 — 1,12E-03 59 - 115 2,44E+03 — 3,97E+05
RPS27A 4,30E+04 — 1,15E+05 4,26E-04 — 1,39E-03 83-118 1,76E+05 — 1,96E+06
RPS11 6,16E+01 — 1,91E+04 1,94E-04 — 1,12E-03 50-115 2,44E+03 — 2,75E+05
RPS9 6,16E+01 — 4,21E+03 4,06E-04 — 1,12E-03 54 - 106 2,44E+03 — 2,42E+05
AMN x Controle
RPS27A  3,97E+04 — 7,04E+04 4,51E-04 — 9,75E-04 75-131 3,72E+05 — 1,36E+06
RPS11 3,87E+03 — 8,70E+03 4,20E-04 — 9,55E-04 51-115 1,39E+05 — 3,33E+05
RPS4X 1,74E+03 - 7,11E+03 4,19E-04 — 9,47E-04 54 -84 7,09E+04 — 2,64E+05
CALD vs. AMN
RPS27A 3,83E+04 — 7,36E+04 5,07E-04 — 9,35E-04 80 - 117 6,60E+05- 1,29E+06
RPS11 4,49E+03 — 8,66E+03 4,67E-04 — 9,18E-04 63 -97 1,65E+05 — 2,51E+05

Genes em comum entre os cinco primeiros resultados dos diferentes conjuntos de dados ordenadas por degree.
Para cada parametro estdo representados respectivamente o menor e o maior valor obtido entre as diferentes
amostras.

E possivel estimar a relevancia desses nds nas redes comparando seus valores com os parametros médios
(Tabela 3). Dos trés genes, RPS27A destacou-se em trés pardmetros diferentes: betweenness, closeness e stress.
Esse gene obteve 0 maior degree em E-MEXP-3288 em CALD vs controle (degree: 118), AMN vs controle
(degree: 131) e CALD vs AMN (degree: 117), enquanto os degrees médios nesse grupo amostral para essas
respectivas comparac@es foram aproximadamente 16, 17 e 14. Em relagfo a medida betweenness, que indica o
quéo crucial € um né intermedidrio para a interagao de outros dois nés, os valores mais altos sdo considerados mais
relevantes. Nesse caso 0 gene destaca-se, novamente, principalmente na comparagdo CALD vs controle, ja que
seu maior valor registrado (1,15E+05) foi acima da média (1,86E+03 para GSE34309). Ja o stress complementa a
analise mostrando quais nds estdo mais presentes nos caminhos mais curtos que ligam dois outros nds, sendo
novamente os valores maiores os mais significativos. O valor mais alto para RPS27A (1,96E+06 em CALD vs
controle) pode indicar que esse € um nd intermediario importante se for comparado a média (3,47E+04 para
GSE34309). Por fim, o parametro de closeness diz respeito a proximidade de um n6 em relacdo a todos os outros
nos da rede e no caso dos genes observados, todos apresentam valores baixos em relagdo a média, de forma que

pode ser sugerido que esses sdo nos que possivelmente agem na intersecgdo dessa rede com outras.
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Tabela 3. Médias das medidas de centralidade obtidas com CentiScaPe

Betweenness Closeness  Degree Stress Nodes Edges

CALD vs GSE117647 1,84E+03 0,13 10,40 1,99E+04 710 3702
Controle

GSE85804 4,54E+03 0,00 11,10 4,54E+04 1701 9476

GSE34308 9,29E+02 0,16 11,50 1,04E+04 515 2957

GSE34309 1,86E+03 0,12 9,50 3,47E+04 748 3554

GSE108012 5,86E+02 0,21 16,40 2,57E+03 462 3784

E-MEXP-3288 2,49E+03 0,09 15,80 5,69E+04 905 7143

AMN vs GSE117647 1,74E+03 0,15 10,80 1,90E+04 668 3612
Controle

GSE85804 8,78E+02 0,19 12,60 2,78E+04 549 3464

E-MEXP-3288 2,46E+03 0,08 16,90 4,74E+04 902 7613

CALD vs GSE117647 2,02E+03 0,12 8,93 3,09E+04 739 3300

AMN
GSE85804 9,57E+02 0,19 11,60 2,99E+04 537 3127
E-MEXP-3288 2,13E+03 0,10 14,40 3,82E+04 804 5801

A procura por genes hub foi feita com aplicativo especifico para esse propésito e usou o parametro MCC,
que calcula uma pontuacéo para estabelecer uma ordem de importancia dos genes hub de cada amostra. Na maioria
dos conjuntos de dados foram observados muitos genes com pontuacfes igualmente altas, sendo que GSE108012
foi o0 que demonstrou a maior quantidade de itens com maxima pontuacdo, mais precisamente 74 genes. Dessa
forma, foi estabelecido que o aplicativo retornasse uma lista com 75 genes hub para cada conjunto de dados. Ao
comparar os resultados entre si foram observados 4 genes em comum para todos os grupos de CALD vs controle,
26 para AMN vs controle e 24 para CALD vs AMN (Tabela suplementar 3).

A maioria desses genes codifica proteinas ribossémicas (PRs), com excecéo de trés genes, EEFIG, EEF2
e SRP14, os quais também codificam proteinas relacionadas a sintese proteica. Dada a semelhanca de quase todos
esses hubs tanto em questfes de funcdo quanto em pontuacdo (por MCC), é preferivel sua analise como um
conjunto. No entanto, ainda assim pode ser ressaltado que entre as diferentes comparacGes ha trés hubs comuns:
RPS11, RPS15A e RPS7. Sugere-se, entdo, que esses sejam genes importantes para os dois fenétipos de ALD
observados nesse estudo. Outros 3 genes foram vistos em comum exclusivamente nas comparagdes de CALD vs
AMN: RPS2, RPS21 e SRP14. Outro gene RPL21 foi observado em comum somente entre 0s grupos de CALD vs
controle.

Todos 0s genes em comum entre todos 0s grupos amostrais para cada comparacao encontrados na analise
anterior com CentiScaPe foram observados da mesma forma nessa analise. Os genes RPS11, RPS15A, RPS7,

RPS2, RPS21, SRP14 e RPS27A foram encontrados no maior cluster da andlise com MCODE para todos 0s grupos
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de CALD vs AMN. Todos esses resultados em conjunto complementam-se e aumentam a confianca sobre a
inferéncia da importancia desses hubs.

A visualizagdo desses genes em redes permite observar que alguns formam dois sub clusters, onde os
genes mais relevantes encontram-se normalmente concentrados em apenas um. Os conjuntos de dados com
quantidades maiores de genes com pontuagdo maxima mostraram todos os genes em um mesmo cluster (Figura
2).

Fig 2 Clusters contendo genes hub para os conjuntos amostrais de CALD vs AMN

GSE117647 GSE85804 E-MEXP-3288

Exemplos dos resultados com Cytohubba no qual s&o vistos subclusters em GSE117647 e GSE85804 e apenas um
cluster em E-MEXP-3288. Cada né nas redes € a representacdo de um gene. Aqueles considerados hubs
encontram-se na cor vermelha (maior pontuacédo), laranja (pontuagdo intermediaria) e amarela (menor pontuagao).

3.3.2 Resultados dos enriquecimentos

Todas as amostras submetidas a analise de enriquecimento com pathfindR geraram como resultado uma
lista de vias metabdlicas e genes, com excecdo das amostras de GSE34308. Dentre 0s genes e vias que mais
apareceram nessas analises estdo aqueles relacionados a inflamagéo, ao estresse oxidativo e a outras doengas
neurodegenerativas. Algumas vias destacam-se por serem observadas de forma frequente dentre os trés termos
mais relevantes, de acordo com o p-valor, tanto em AMN como em CALD, como é o exemplo das vias hsa03010
(Ribossomo), hsa05171 (Coronavirus disease) e hsa03050 (Proteossomo).

Observando as comparagdes de AMN e CALD em relagdo aos controles e CALD em relagdo a AMN, foi
feita uma interseccdo dos resultados, porém somente poucas vias ou nenhuma eram comuns a todos. Nesse caso é
importante ressaltar que o nimero de resultados encontrados pela anélise de enriquecimento variou muito entre 0s
conjuntos de dados, dificultando a coleta de mais vias relevantes a partir da interseccéo desses resultados (Tabela
4).
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Tabela 4. Quantidades de vias encontradas com analise de enriquecimento para cada conjunto de
dados em cada comparacao

AMNXxControle CALDxControle CALDxAMN
GSE117647 2 6 188
GSE85804 23 38 4
GSE34308 - 0 -
GSE34309 - 1 -
GSE108012 - 229 -
E-MEXP-3288 202 219 212

Entre as comparacdes AMN vs. controle hd 21 vias em comum entre a0 menos dois grupos. Em CALD
vs. controle, foram encontradas ao todo 36 vias comuns entre trés grupos e apenas uma comum a quatro dos cinco
grupos que obtiveram resultados para essa analise. Essa via € identificada pela ID hsa04612 e representa a via de
processamento e apresentacdo de antigenos. Tanto para AMN vs. controle quanto para CALD vs. controle, ndo
foram encontradas vias comuns a todos os grupos. A comparagao dos grupos CALD vs. AMN gerou um resultado
de 175 vias comuns a dois grupos e 3 vias presentes em todos 0s conjuntos: via de sinalizacdo de pluripoténcia de
células tronco (hsa04550), sinapse serotoninérgica (hsa04726) e via de sinalizacdo da insulina (hsa04910). Dentre
essas 175 vias foram observadas ainda vias metabolicas de glicolise (hsa00010), ciclo do citrato (hsa00020),
fosforilagdo oxidativa (hsa00190), ribossomo (hsa03010), sinalizacdo de TGF-beta (hsa04350) e sinalizacdo do
receptor de células T (hsa04660), de forma semelhante a descrita em outro estudo (Schliter et al. 2012).

Realizou-se uma intersecgdo entre 0s genes presentes em cada uma das vias comuns aos trés entre os trés
grupos de CALD vs AMN: hsa04550, hsa04726 e hsa04910. Em nenhuma foi visto um gene em comum aos trés
grupos, porém todas as vias contaram com alguns genes comuns a pelo menos dois grupos, sendo um total de 12
genes em hsa04550 (via de sinalizacdo de pluripoténcia de células tronco), 10 em hsa04726 (sinapse
serotoninérgica) e 14 em hsa04910 (via de sinaliza¢do da insulina). Na unido desses 26 genes, a0 menos 3 eram
observados mais de uma vez, sendo entdo comuns entre as trés vias, além de também serem comuns a a0 menos
dois conjuntos de dados (Figura 3).

Fig 3 Genes em comum entre as vias de CALD vs AMN presentes nos trés conjuntos de dados
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Para identificar quais os genes mais relevantes para os sintomas de ALD em cada uma das 175 vias,
observamos quais 0s genes estavam presentes no maior nimero de vias. Inicialmente foi calculado o percentual
dos genes presentes em todas as vias para cada conjunto de dados e depois observou-se a média de todos os

conjuntos para cada gene. A Figura 4 mostra 0s genes presentes em ao menos 10% das vias. (Figura 4).

Fig 4 Genes presentes em ao menos 10% das vias de todos os conjuntos amostrais para cada comparacdo. A)
CALD vs. controle. B) AMN vs. controle. C) CALD vs. AMN.
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Uma analise de enriquecimento desses genes com anotagdes de processos biolégicos do banco de dados
GO foi realizada para CALD vs AMN (Figura 5). Nesse caso ndo se repetem anota¢des relacionadas a processos
exclusivamente associados a outras doengas como céncer ou infec¢cBes como o que foi observado ao procurar pela
participacdo desses genes em vias metabdlicas. Aqui destacam-se processos envolvidos com a sinalizacéo celular
por meio de fosforilagdo, como pode ser observado nas trés primeiras anotagdes mais frequentes.
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Fig 5 Processos bioldgicos mais frequentes entre os grupos amostrais de CALD vs AMN
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Também procurou-se observar se esses genes se encontram expressos nas mesmas vias entre 0s grupos.
Em GSE117647 tanto MAPK1 quanto MAPK3 foram encontrados em 106 vias. Na lista de vias da andlise de
enriquecimento ordenada por p-valor, foram procuradas as 10 primeiras vias onde os genes MAPK1 e MAPK3

aparecem. O mesmo foi feito para os resultados de E-MEXP-3288 (Tabela 5).
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Tabela 5. 10 Primeiras vias na qual MAPK1 e MAPK3 aparecem em CALD vs AMN

GSE117647 E-MEXP-3288
ID Descricdo ID Via
hsa05020 Prion disease hsa05171 Coronavirus dfgase - CoVID-
hsa05205 Proteoglycans in cancer hsa05205 Proteoglycans in cancer
hsa04012 ErbB signaling pathway hsa04014 Ras signaling pathway
hsa05208 Chemical carcmogene':;ls - reactive hsa05219 Bladder cancer
0Xygen species
hsa05213 Endometrial cancer hsa04010 MAPK signaling pathway
hsa04210 Apoptosis hsa05215 Prostate cancer
hsa05230 Central carbon metabolism in cancer hsa04012 ErbB signaling pathway
hsa04014 Ras signaling pathway hsa04510 Focal adhesion
hsa05203 Viral carcinogenesis hsa04350 TGF-beta signaling pathway
hsa04666 Fc gamma R-mediated phagocytosis hsa05160 Hepatitis C

Em GSE117647, em todas as 10 vias 0s genes MAPK1, MAPK3, PIK3CD e PIK3R3 estdo presentes.
HRAS e KRAS também encontram-se frequentemente juntos e ndo participam das duas mesmas vias: hsa05020 e
hsa04666. Em E-MEXP-3288, além de MAPK1 e MAPKS3, todas as vias com excecdo de hsa04350 e hsa05171

apresentaram também os genes EGFR, MAP2K1 e RAF1. Em GSE85804 nenhum desses genes estava presente

em nenhuma das vias.

3.3.3 E-MEXP-3288
O conjunto de dados E-MEXP-3288 contém amostras de matéria branca de criangas que desenvolveram

desmielinizacdo ainda na infancia e de adultos com AMN que passaram a apresentar também os sintomas neurais.

Dessa forma, julgou-se interessante analisar esses dados de forma isolada, principalmente em relacdo a

comparacdo de CALD vs AMN, visto que os dois grupos de comparagdo desse conjunto amostral poderiam se

encaixar no fenotipo CALD.
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Levando em consideracdo que o gene com 0 maior degree nesse grupo era de RPS27A com degree de
117, procurou-se observar os genes que tivessem obtido ao menos metade desse valor (degree >57). Dentre esses
genes, a maioria é composta de PRs, com sete exce¢bes: TPT1, EIF3M, NDUFAB1, EEF1G, EEF2, EEF1Al e
FAU. Dos 75 genes hub retornados pela analise com cytohubba, 31 encontram-se na primeira posi¢do de
importancia e todos codificam PRs, de forma semelhante ao que foi achado em outros grupos de amostras e
também nas analises com outros métodos. O gene RPL21 é um hub comum a todos os conjuntos de dados nos
resultados de CALD vs controle, porém s6 é visto como hub em CALD vs AMN nas amostras de E-MEXP-3288.

Dentre as dez vias mais relevantes na analise de enriquecimento, encontra-se novamente o ribossomo,
bem como outras doencas neurolégicas, como Parkinson e ataxia espinocerebelar (Figura 6). Uma unido de todos
os genes diferencialmente expressos envolvidos nessas vias para CALD vs AMN mostrou 0s genes RPS6 e UBA52

em comum.

Fig 6 10 vias metabdlicas mais relevantes para CALD vs AMN nas amostras de E-MEXP-3288
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A unido de todos 0s genes presentes em todas as vias resultou em 75 genes presentes em pelo menos 10%
de todas as vias. Esses termos foram entdo enriquecidos de acordo com anotagdes de GO sobre seus processos
bioldgicos. De um total de oito termos observados nessa anélise e na anterior, que contemplava 0s outros grupos
amostrais de CALD vs AMN, ocorreram quatro anota¢cdes comuns. Nos dois casos, mas principalmente aqui,
destacam-se processos relacionados a fosforilagdo de serinas e treoninas, sugerindo envolvimento de proteinas

quinases.
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Fig 7 Processos bioldgicos frequentes em CALD vs AMN para as amostras de E-MEXP-3288
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3.4 Discusséo
A andlise por biologia de sistemas de um conjunto de amostras de pacientes de ALD com CALD e AMN

revelou o papel central de genes que codificam proteinas ribossdmicas (PRs), que atuam como hubs nos diferentes
conjuntos de dados. A alterac8o consistente entre os diferentes grupos de amostras na expressdo desses genes pode
indicar desequilibrios na sintese proteica. Ja foram descritas alteracbes em vias ribossdmicas em outras doencas
neurodegenerativas como Alzheimer, onde foram observadas PRs superexpressas no cdrtex frontal de pacientes
com desenvolvimento rapido da doenca (Garcia-Esparcia et al. 2017).

AlteracBes na sintese proteica sdo comuns também no envelhecimento, que foi um dos termos
encontrados entre as anota¢des de processos bioldgicos para genes de CALD vs AMN. O envelhecimento é um
processo natural no qual se observa a diminuicéo de oligodendrdcitos e, consequentemente, da matéria branca,
provavelmente por conta de comprometimentos a barreira hematoenceféalica que torna o tecido suscetivel a
inflamagdo (Skariah & Todd 2021). No entanto, nesses casos, a sintese proteica encontra-se reduzida, bem como
a expressao de PRs, de modo contrério ao que foi encontrado nas amostras de ALD do presente estudo. As PRs
encontram-se superexpressas tanto nas amostras de ALD em relagdo aos controles, quanto em CALD vs AMN. Se
por um lado esse resultado confere com o que é observado em outras doengas neurodegenerativas, ndo se pode
dizer o0 mesmo do envelhecimento mesmo havendo semelhanca entre a diminuicdo gradual da matéria branca.
Dessa forma, ndo se pode concluir uma correlacdo ébvia estabelecida entre diminuicdo ou aumento da expressao
dessas proteinas em conjunto e a desmielinizagéo.

Torna-se interessante, portanto, observar as PRs fora do contexto estrutural do ribossomo e explorar suas
funcdes além da sintese proteica. Essas proteinas podem atuar na regulacdo de sua propria expressao génica, bem
como na regulacdo da expressdo de outros genes e também na reparacdo do DNA mediante interacdo com

sinalizadores que podem desacelerar o ciclo celular e provocar apoptose (Bhavsar, Makley & Tsonis 2010).
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RPS15A, RPS7 e RPS27A foram hubs comuns encontrados tanto ao comparar ALD com controles quanto ao
comparar CALD e AMN entre si. Esses genes codificam, respectivamente, as proteinas S15a, S7 e S27a da
subunidade 40S do ribossomo (GeneCards Symbols: RPS15A, RPS7, RPS27A).

Em modelo animal zebrafish, mutacdes nos dois primeiros genes (RPS15A, RPS7) podem levar a tumores
malignos na bainha de nervos periféricos (Amsterdam et al. 2004). Em humanos, RPS7 é considerado um alvo de
oncogenes, por estar relacionado com inibigdo de crescimento (Pandey & Kumar 2015), enquanto RPS15A é
considerado um oncogene em si (Ning et al. 2020). Ja o gene RPS27A, foi descrito recentemente como um gene
switch que atua sobre outro gene, IL-18, na micréglia, servindo de gatilho para neurodegeneracéo em cinco doencgas
diferentes (Khayer et al. 2020). Ainda que IL-18 ndo tenha sido verificado de forma relevante e nem em comum
entre as amostras do presente estudo, ndo se pode descartar a atuacdo de RPS27A sobre a expresséo de outros genes
possivelmente relevantes para ALD, dados seus parametros de centralidade em diversos dos grupos amostrais.

RPL21 codifica a Unica PR da subunidade maior do ribossomo encontrada de forma relevante nesse
estudo. O gene foi observado especificamente em CALD vs controle e nas amostras de E-MEXP-3288, incluindo
CALD vs AMN. Uma pesquisa observou esse gene superexpresso ao suprimir KRAS, um oncogene, em células de
cancer pancreatico (Li et al. 2012). Os mesmos pesquisadores silenciaram, entdo, RPL21 e observaram alteracGes
na expressao de um fator de transcricdo importante para a proliferagdo celular tanto em células de cancer quanto
em células pancreéticas saudaveis (Li et al. 2020). No entanto, ndo foram esclarecidos os mecanismos pelos quais
RPL21 encontrava-se superexpresso, sugerindo uma regulacéo indireta de KRAS sobre RPL21. Conforme discutido
anteriormente, € possivel que existam alteracfes na sinalizagdo celular comuns tanto em cancer quanto em ALD
que podem estar relacionadas com a elevacdo de KRAS, encontrado em 25% das vias de CALD vs AMN, bem
como de RPL21. Além disso, RPL21 poderia apresentar no contexto de CALD uma maior proliferagéo celular.

RPS2, RPS21 e SRP14 foram encontrados como genes hub, exclusivamente entre a comparacdo CALD
vs AMN. Néo foram encontradas na literatura relagdes ja descritas entre esses genes e algum dos fenétipos de
ALD. No entanto, a expressdo de RPS2, bem como RPS27A, encontrou-se alterada em camundongos modelo e
fibroblastos de individuos com Ataxia de Friedreich (McMackin et al. 2019). Em outro estudo, no qual
camundongos modelo para glaucoma injetados com anticorpos alfa-sinucleina, apresentaram niveis mais altos da
proteina codificada por SRP14, os autores atribuem a alteracdo a uma anormalidade na funcéo de exportacdo de
proteinas (Teister et al. 2017).

Em relacdo as vias comuns e relevantes para ALD, encontram-se, além das relacionadas a sintese proteica
(hsa03010 - Ribossomo), vias relacionadas a infec¢des (hsa04612 - via de processamento e apresentacdo de
antigenos, hsa05171- COVID-19), a sinalizacdo celular (hsa04012 - Via de sinalizacdo da ErbB) e ao estresse
oxidativo (hsa05208 - carcinogénese quimica - espécies reativas de oxigénio).

Um estudo semelhante, no qual foi analisado o perfil de expressdo de camundongos modelo para ALD
em diferentes meses de idade encontrou vias que também foram observadas em algumas amostras da presente
pesquisa, como via do ribossomo (hsa03010), via metabdlica da glicélise (hsa00010), ciclo do citrato (hsa00020),
fosforilagdo oxidativa (hsa00190) e via do proteossomo (hsa03050). Os genes envolvidos nesses processos
encontravam-se superexpressos em camundongos jovens (5 meses) antes da apresentacdo dos sintomas
neuroldgicos e pouco expressas com o avanco da idade (12 meses). Os autores sugerem que essas alteragdes estdo
relacionadas com mecanismos compensatorios insustentaveis a longo prazo (Schliter et al. 2012). N&o é possivel

dizer se esse padrdo de expressdo se repete nesse estudo, pois ndo hd como comparar as amostras ao longo de um
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periodo. No entanto, as semelhancas observadas podem ser interpretadas como evidéncias em favor dos achados
anteriores.

Outro processo metabolico, a via de sinalizagdo da insulina (hsa04910), foi descrita no mesmo estudo
como uma assinatura de ALD, por apresentar-se desregulada em todas as idades nos camundongos, bem como em
pacientes infantis e adultos com ALD. Além disso, os autores ainda demonstraram uma relacdo de causalidade
entre 0 acumulo de VLCFA e a dessensibilizacdo da insulina, por conta de danos causados a proteinas como 0s
receptores de insulina. Essa informacao converge com o achado do presente estudo de que a via hsa04910 encontra-
se alterada de forma relevante entre todos os grupos amostrais da comparagdo CALD vs AMN e também entre
alguns dos grupos de CALD vs controle e AMN vs controle.

Duas outras vias observadas nesse estudo, hsa03050 (Proteossomo) hsa05208 (carcinogénese quimica -
espécies reativas de oxigénio), podem guardar uma relagdo entre si. Os VLCFA sdo considerados causadores de
distarbios nas mitocondrias e geram espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) em
astrdcitos de ratos modelo para ALD (Kruska et al. 2015). Além disso, pacientes humanos séo suscetiveis a lesdes
oxidativas decorrentes da peroxidagdo lipidica. Esses acometimentos sdo descritos tanto no cortex das adrenais
quanto em células neurais como astrdcitos e microglia (Powers et. al 2005). Uma das consequéncias da
peroxidacdo € o dano as proteinas da membrana (Deon et al. 2016). Outro estudo observou em amostras de ALD
a presenca de alteragdes na expressdo de genes relacionados com a maquinaria do proteossomo, um complexo
proteico que se apresenta em resposta a proteinas danificadas e descreveu a migragdo desses complexos para a
mitocOndria quando as células eram expostas a altas concentragdes de VLCFA (Launay et al. 2013). Dessa forma,
justifica-se a alteracdo da via do peroxissomo no presente estudo como uma resposta a toxicidade dos VLCFA e
consequentes ROS. Ensaios in vitro observando a acdo de antioxidantes em pacientes com ALD j& foram realizados
e mostraram bons resultados sobre o desequilibrio oxidativo (Marchetti et al. 2017), de forma que esse pode ser
uma terapia auxiliar aos tratamentos ja estabelecidos.

Vias relacionadas a infec¢gdes como COVID-19 (hsa05171), doenca do Prion (hsa05020), carcinogénese
viral (hsa05203), via de processamento e apresentacéo de antigenos (hsa04612) e hepatite C (hsa05160) foram
apontadas como relevantes pelas analises empregadas, bem como vias associadas a canceres ou carcinogénese
(hsa05215 - cancer de prostata, hsa05213 - cancer endometrial, hsa05230 - metabolismo central do carbono em
cancer). No entanto, sugere-se que esses resultados ndo estdo relacionados com nenhuma dessas doengas em si, e
sim com a sinalizacdo de resposta do corpo a infecgdes e inflamacfes. Um indicio que torna essa suposicéo
plausivel é o resultado obtido ao analisar os genes mais frequentes de CALD vs AMN de acordo com sua
participacdo em processos bioldgicos. Esses genes ndo apresentam em sua maioria nenhuma funcéo especifica em
casos de infecgBes ou cancer, mas sim na regulagdo de sinalizacdo de diversas fungdes celulares que podem ser
comuns a diferentes processos patogénicos.

Ao menos 6 genes codificantes de MAP quinases (MAPK) foram encontrados em mais de 10% das vias
de CALD vs AMN. As proteinas dessa familia se caracterizam por serem quinases do tipo serina/treonina e
integram diversas vias de sinalizacdo, estando envolvidas em processos como proliferacdo, diferenciacdo e
apoptose. Dentre as MAPK ha ERKSs, que comp8em as sinalizagdes estimuladas por fatores de crescimento
celulares, MAP2Ks, quinases que fosforilam outras MAPK, e INKSs, que participam de respostas ao estresse (Yue
& Lépez, 2020). MAPK3 e MAPK1 codificam proteinas da subfamilia ERK1/2 (GeneCards Symbols: MAPK1,
MAPK3), MAP2K2 e MAP2K1 codificam quinases MAP2K, também chamadas de MEK (GeneCards Symbols:
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MAP2K2, MAP2K1) e MAPK8 e MAPKOY, por sua vez, sdo consideradas JNKs (GeneCards Symbols: MAPKO,
MAPKS). Além desses, foram também encontrados genes que codificam as proteinas RAS (GeneCards Symbols:
HRAS, KRAS), RAF (GeneCards Symbols: RAF1) AKT (GeneCards Symbols: AKT1, AKT2, AKT3), PI3K
(GeneCards Symbols: PIK3CD, PIK3CB, PIK3R3) e receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR;
GeneCards Symbol: EGFR).

A proteina RAS se ativa por meio de receptores tirosina quinase na membrana das células e responde a
neurotrofina no sistema nervoso central ativando diversas vias, incluindo PI3BK-AKT e MEK-ERK (Rai et al.
2019). RAS ativa RAF, que por sua vez ativa MEK, que fosforila e ativa ERK. E conhecido que a cascata RAS-
RAF-MEK-ERK tem um papel importante para a proliferacdo celular em canceres e ja foi constatada a hiper
ativacdo de ERK nessas doencgas. As JNKs, podem ser ativadas por diversos tipos de estresse celular, como por
exemplo o oxidativo e também encontram-se hiper ativas em cénceres (Kim & Choi 2015). RAS também pode
ativar PI3K, que, por sua vez, ativa AKT. A cascata RAS-PI3K-AKT induz a sobrevivéncia em neurénios, talvez
pelo blogueio de JNK-p53-bax, que € a via apoptdtica primaria em células neurais (Rai et al. 2019).

As ERK também parecem desempenhar fungdo importante na patogénese de diversas doencas
neurodegenerativas, porém de forma controversa. Essas quinases ativam-se na presenca de ROS e exercem efeito
neuroprotetor contra o estresse oxidativo, no entanto sua atividade de forma crénica promove a morte celular (Rai
etal. 2019). Shah e colegas (2017), também sugeriram uma relacéo entre as vias das MAPK e a resposta a proteinas
mal dobradas, desencadeada pelo estresse cronico do reticulo endoplasmético (RE) na doenga do Prion. A
associacao de todos esses genes com vias relacionadas a canceres e a doenca do Prion, provavelmente ocorre por
conta dessas alteracdes de sinalizacdo comuns, nas quais sdo vistas consequéncias semelhantes causadas por
diferentes agentes etiologicos.

Outros trés genes observados entre os mais frequentes de CALD vs AMN podem estar relacionados a
uma funcao neuroprotetora: PRKCA e PRKCB (GeneCards Symbols: PRKCA, PRKCB), que codificam proteinas
quinases C (PKC, do inglés protein kinase C), e PLCB3 (GeneCards Symbol: PLCB3), que codifica uma
fosfolipase C (PLC, do inglés phospholipase c). Estudos recentes sugerem que a via PKA-PLC-PKC-MEK-ERK
esta envolvida na transducdo de sinal de diferenciacdo em modelo neural estimulado por octadecaneuropeptideo,
substancia essa que exerce efeito neuroprotetor em situactes de estresse oxidativo (Masmoudi-Kouki et al. 2018;
Namsi et al. 2019). Tanto PRKCA quanto PRKCB encontram-se com expressdo diminuida em 4 dos 6 grupos de
CALD vs controle. Mesmo sem relevancia estatistica apds correcdo de multiplos testes, esse pode ser um indicio
de que a manifestacdo de CALD ¢é impulsionada em parte por falhas em mecanismos neuroprotetivos.

O gene mais frequentemente observado nas vias de AMN vs controle foi FUS (GeneCards Symbol: FUS;
do inglés fused in sarcoma) que codifica uma proteina relacionada com regulacéo de expressao génica, manutencéo
da integridade gendmica e processamento de micro RNAs e RNAs mensageiros. Curiosamente, esse gene néo foi
frequentemente visto nas outras comparagdes. MutagOes patogénicas em FUS sdo uma das principais causas de
esclerose amiotrofica lateral e estudos sobre essa doenga tém mostrado que esse gene apresenta funcdo importante
para a resposta de reparo de DNA danificado (Naumann et al. 2018). Levando em consideracao o estresse oxidativo
descrito em ALD (Kruska et al. 2015) e que esse processo pode ser responsavel por danos ao DNA (Deon et al.
2016), seria possivel supor que a superexpressao desse gene em AMN exerca uma fungdo protetiva, que talvez
seja menos intensa em CALD. Um indicio para essa hipotese é de que a expressao de FUS se encontra levemente

aumentada em dois dos trés grupos de AMN vs controle, com significancia estatistica.
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Dentre os genes observados de acordo com as medidas de centralidade da rede de CALD vs AMN nas
amostras de tecido nervoso, encontrava-se EIF3M (degree 59 — degree médio: 14,4). Esse gene codifica a
subunidade M do fator de inicia¢éo de traducdo eucaridtico 3 (elF-3; GeneCards symbol: EIF3M). Muta¢es nos
genes que codificam as subunidades de outro fator de iniciagdo de traducéo, elF2b, causam uma doencga conhecida
como leucoencefalopatia com desaparecimento da matéria branca. Esse distlrbio se caracteriza pela
neurodegeneracao principalmente da matéria branca do cérebro apds a acdo de algum estressor, pois o defeito
genético leva a uma hiper supresséo da traducdo numa situagdo de stress agudo, o que impede a recuperagédo do
tecido (Moon & Parker 2018).

O complexo elF-3, por outro lado, parece ter um papel mais importante em situacdes de estresse crénico
e age como regulador da iniciacdo da traducdo de RNAs mensageiros relacionados a resposta integrada ao estresse,
que tem inicio, por sua vez, no estresse do RE (Guan et al. 2017). Estresse do RE é um processo ja descrito em
amostras de fibroblastos de pacientes com ALD e provavelmente ocorre por conta do acimulo de VLCFA (van de
Beek 2017). Ndo é possivel afirmar que esta alteracdo de elF-3 seja a causa da desmielinizagdo nos individuos
CALD, porém esse complexo pode ter uma influéncia em cadeia, justamente por ser central para a traducédo de
outras proteinas que lidam com o estresse cronico causado pelos VLCFA. Outra subunidade de elF3, elF3B, foi
relacionada com a proliferacéo celular em adenocarcinoma de pulmdo por meio da regula¢éo da via EGFR-ERK
(Zhong et al. 2016). Dada as semelhancas entre as vias de sinalizacdo observadas nas amostras dessa pesquisa e
diversos canceres, é possivel inferir uma interacdo entre elF3, as cascatas de sinaliza¢do discutidas anteriormente
e a proliferacdo celular.

O estudo apresenta grandes limitacdes em relacdo a diversos aspectos das amostras, que foram retiradas
de bancos de dados publicos. Em geral os conjuntos apresentam origens diferentes quanto a tecidos e células
coletados, pequeno N amostral e variam quanto ao nimero de replicatas, tornando dificil estabelecer o significado
estatistico das descobertas. Também ocorrem divergéncias entre os fenotipos considerados em diferentes grupos,
de forma que apenas trés continham amostras de AMN além de CALD. Desses trés, E-MEXP-3288 pode ser
interpretado de maneira ambigua, ja que suas amostras de AMN sé&o na verdade coletadas de pacientes com AMN
que passaram a apresentar os sintomas de CALD. Além disso, ndo foram realizadas analises experimentais para

complementar os principais levantamentos dessa pesquisa, 0 que prejudica a validacao das sugestdes discutidas.

3.5 Concluséo
ALD ¢é uma doenca heterogénea na qual, provavelmente, a acdo de muitos fatores contribui para o

desenvolvimento de diferentes fendtipos. Esse estudo explorou os perfis de expressao de dois dos fendtipos mais
recorrentes, CALD e AMN, encontrando semelhangas compartilhadas entre ambos. Muitas das alteracfes
observadas em ALD sdo comuns a outras doencas neurodegenerativas, bem como a canceres e provavelmente
doencas virais, levando a crer que ndo foram encontrados mecanismos exclusivos de patogenicidade para os
fendtipos de ALD estudados. No entanto, nossos achados estdo de acordo com alteragdes metabdlicas descritas
em outras pesquisas com pacientes e modelos animais de ALD.

Sugere-se que 0s VLCFA tém um papel importante na patogénese de diferentes fenotipos de ALD, pois
podem desencadear o estresse oxidativo por meio da peroxidacdo lipidica e distlrbios mitocondriais com
subsequente formacéo de ROS. Esses fatores levam a danos estruturais em proteinas e no DNA, que podem causar
a morte celular. Alteragdes nos niveis de expressdo de genes que codificam PRs podem representar uma resposta

celular a esse estresse. Ao mesmo tempo, a morte celular desencadeia processos inflamatérios que resultam no
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aumento da expressdo de genes ligados a vias de sinalizacdo celular. Por outro lado, a expressdo diferencial de

genes neuroprotetores ou ligados ao reparo de DNA podem proteger pacientes com AMN do dano cerebral (Figura

8

).

Fig 8 Esquema contendo um resumo das descobertas e conclusdes encontradas nessa pesquisa
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Ainda que esse estudo apresente limitagdes importantes, 0s resultados sugerem alvos interessantes para

pesquisas futuras sobre os mecanismos de doenga cerebral em ALD. Além disso, dados obtidos por biologia de

sistemas podem contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. De acordo com os principais

achados relativos ao estresse oxidativo em ALD, sugere-se que antioxidantes podem ser estudados como terapia

complementar de tratamentos convencionais.
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Tabela suplementar 2. Medidas de centralidade dos genes comuns entre diferentes conjuntos de dados com os
maiores degrees

Genes Betweenness Closeness Degree Stress
E-MEXP-3288 RPS27A 6,99E+04 0,00043 118 1,56E+06
RPS11 7,98E+03 0,00042 115 4,26E+05
RPS4X 9,09E+03 0,00041 115 3,97E+05
RPS9 3,49E+03 0,00041 106 2,42E+05
RPS15A 5,40E+03 0,0004 106 2,57E+05
GSE85804 RPS11 1,91E+04 0,00019 50 2,28E+05
RPS15A 1,22E+04 0,0002 40 1,92E+05
RPS7 9,40E+03 0,0002 39 1,44E+05
RPL21 5,47E+03 0,00019 38 8,75E+04
RPL34 5,00E+03 0,00019 34 7,49E+04
GSE108012 RPS27A 4,30E+04 0,00139 95 1,76E+05
RPS16 6,16E+01 0,00112 81 2,44E+03
RPS11 6,16E+01 0,00112 81 2,44E+03
RPS23 6,16E+01 0,00112 81 2,44E+03
RPS9 6,16E+01 0,00112 81 2,44E+03
RPS15A 6,16E+01 0,00112 81 2,44E+03
RPS7 6,16E+01 0,00112 81 2,44E+03
RPS4X 6,16E+01 0,00112 81 2,44E+03
GSE834308 RPS4X 1,23E+03 0,00087 75 3,85E+04
RPS11 2,08E+03 0,00089 73 4,95E+04
RPS16 7,67E+02 0,00086 71 2,67TE+04
RPL4 9,63E+02 0,00087 71 3,06E+04
RPL15 8,69E+02 0,00086 70 2,69E+04
RPS9 1,59E+03 0,00087 70 4,00E+04
GSE34309 RPS27A 1,15E+05 0,00056 83 1,96E+06
RPS4X 3,53E+03 0,00048 59 1,18E+05
RPS11 1,38E+04 0,00049 57 2,75E+05
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3,87E+03 0,00096
1,96E+03 0,00095
1,96E+03 0,00092
1,74E+03 0,00094
5,38E+04 0,00057
1,74E+03 0,00052
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3,33E+05
2,64E+05
3,92E+05
1,83E+05
8,53E+05
1,39E+05
1,25E+05
7,67TE+04
1,08E+05
3,72E+05
7,09E+04
1,54E+05
4,13E+04

4,90E+04

1,29E+06
2,51E+05
2,09E+05
1,93E+05

1,25E+05



RPS9

GSE85804 RPS27A

RPS11

RPL15

RPL18A

RPS2

GSE117647 RPS27A

RPS11

RPS9

RPS16

RPS15A

Genes hub comuns a todos o0s conjuntos amostrais de cada comparacéo

1,85E+03
3,83E+04
5,01E+03
1,84E+03
2,69E+03
2,13E+03
7,35E+04
8,66E+03
3,59E+03
1,91E+03

3,43E+03

0,00045
0,00093
0,00092
0,00089
0,0009
0,0009
0,00053
0,0005
0,00049
0,00048

0,00048

89

80

72

69

67

67

85

63

62

61

60
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1,30E+05
7,49E+05
1,65E+05
1,23E+05
1,15E+05
1,17E+05
6,60E+05
2,49E+05
1,65E+05
1,12E+05

1,37E+05

AMN vs controle CALD vs AMN CALD vs controle

EEF1G EEF2 RPL21

EEF2 RPL13 RPS11
RPL13 RPL15 RPS15A
RPL15 RPL18A RPS7
RPL18A RPL19

RPL19 RPL35

RPL22 RPL37

RPL3 RPL38

RPL35 RPL4

RPL37 RPL7

RPL38 RPL8

RPL4 RPLP2

RPL7 RPS11

RPLS RPS12

RPLP2 RPS15A

RPS11 RPS16

RPS12 RPS2
RPS15A RPS21

RPS16 RPS23



RPS23
RPS27A
RPS28
RPS3
RPS4X

RPS7
RPS9

Expresséo de genes analisados durante a pesquisa para CALD vs controle

RPS27A
RPS3
RPS7
RPS9

SRP14
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Conjunto amostral

GSE117647

GSE85804

GSE34308

Gene
RPS4X
RPS27A
RPS11
RPS9
RPS15A
RPS7
RPL21
NLGN4Y
PIK3R1
AKT3
SMAD3
PRKCA
PRKCB
Gene
RPS4X
RPS27A
RPS11
RPS9
RPS15A
RPS7
RPL21
NLGN4Y
PIK3R1
AKT3
SMAD3
PRKCA
PRKCB
Gene
RPS4X
RPS27A
RPS11

P valor ajustado
0,947

o
HHle—\l—\l—\l—\HH

0,988
1
P valor ajustado
0,894
0,709
0,993
0,818
0,144
0,337
0,151
0,288
0,663
0,831
0,007
0,893
0,462
P valor ajustado
0,693
0,423
0,915

P valor
0,010
0,085
0,979
0,347
0,112
0,130
0,187
0,266
0,011
0,125
0,153
0,025
0,102
P valor
0,432
0,133
0,909
0,257
0,002
0,014
0,002
0,010
0,100
0,277
7,52E-06
0,428
0,030
P valor
0,326
0,042
0,758

logFC
-0,230
-0,116
0,003
-0,087
-0,117
-0,142
-0,097
0,094
-0,347
-0,137
-0,103
-0,154
-0,316
logFC
0,130
0,132
-0,010
0,174
0,755
-0,428
-0,845
0,254
0,166
0,089
-0,780
-0,090
-0,297
logFC
0,083
0,198
-0,390



GSE34309

GSE108012

E-MEXP-3288

RPS9
RPS15A
RPS7
RPL21
NLGN4Y
PIK3R1
AKT3
SMAD3
PRKCA
PRKCB
Gene
RPS4X
RPS27A
RPS11
RPS9
RPS15A
RPS7
RPL21
NLGN4Y
PIK3R1
AKT3
SMAD3
PRKCA
PRKCB
Gene
RPS4X
RPS27A
RPS11
RPS9
RPS15A
RPS7
RPL21
NLGN4Y
PIK3R1
AKT3
SMAD3
PRKCA
PRKCB
Gene
RPS4X
RPS27A
RPS11
RPS9
RPS15A

0,753
0,454
0,747
0,490
0,506
0,729
0,298
0,159
0,540
0,548
P valor ajustado
0,467
0,813
0,651
0,782
0,964
0,538
0,879
0,040
0,186
0,523
0,283
0,728
0,325
False discovery rate
0,331
1
0,989
1
1
1
1
0,813
0,006
0,184
0,395
0,121
2,45E-06
P valor ajustado
2,98E-13
2,98E-13
2,98E-13
2,98E-13
3,45E-13

0,429
0,059
0,418
0,089
0,102
0,385
0,007
2,35E-04
0,133
0,142
P valor
0,042
0,403
0,164
0,343
0,841
0,076
0,558
9,41E-06
0,001
0,068
0,006
0,256
0,009
P valor
0,039
0,876
0,400
0,408
0,873
0,768
0,836
0,288
1,92E-04
0,016
0,060
0,009
1,936
P valor
1,14E-14
4,04E-15
3,82E-14
3,86E-15
1,18E-13

0,134
-0,169
-0,091
-0,138
-0,493
0,393
-0,750
0,772
0,613
0,142
logFC
0,173
-0,082
-0,369
0,062
0,012
0,119
0,031
-1,587
0,965
-0,177
-0,331
-0,311
-0,624
logFC
-0,226
0,020
0,083
0,079
0,021
-0,032
0,020
0,795
0,645
0,360
-0,226
-0,459
-1,800
logFC
11,371
10,784
11,777
10,440
11,092
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RPS7
RPL21
NLGN4Y
PIK3R1
AKT3
SMAD3
PRKCA
PRKCB

3,37E-13
6,54E-13
5,43E-11
3,66E-13
2,98E-13
3,89E-13
4,83E-13
4,57E-12

1,10E-13
3,69E-13
5,10E-11
1,37E-13
5,38E-14
1,55E-13
2,31E-13
3,88E-12

10,403
5,641
5,025
5,737
7,391
5,407
8,435
8,125
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Expressdo de genes analisados durante a pesquisa para AMN vs controle

Conjunto amostral Gene P valor ajustado P valor logFC
RPS27A 0,786 0,469 -0,050

RPS11 0,904 0,716 -0,035

RPS4X 0,119 0,001 0,198

FUS 0,042 2,07E-05 0,519

GNB5 0,409 0,065 0,192

GSE117647 MAPK3 0,563 0,170 0,083
AKT1 0,570 0,177 -0,075

AKT2 0,294 0,025 0,187

AKT3 0,708 0,345 0,086

MAP2K2 0,441 0,080 0,138

MAPK9 0,263 0,018 0,215

NFKB1 0,967 0,886 -0,011

Gene P valor ajustado P valor logFC

RPS27A 0,855 0,387 -0,064

RPS11 0,838 0,343 0,112

RPS4X 0,313 0,004 -0,710

FUS 0,994 0,961 -0,007

GNB5 0,021 1,96E-05 0,750

GSES5804 MAPK3 0,677 0,068 0,360
AKT1 0,524 0,015 0,530

AKT2 0,924 0,630 -0,037

AKT3 0,778 0,193 0,136

MAP2K2 0,904 0,557 0,194

MAPK9 0,358 0,005 -0,310

NFKB1 0,769 0,176 -0,257

Gene P valor ajustado P valor logFC

RPS27A 1,56E-33 1,15E-35 10,780

RPS11 3,95E-33 5,83E-35 11,568

RPS4X 3,31E-35 3,42E-38 11,270

FUS 7,57E-28 5,39E-28 8,289

GNB5 1,78E-31 2,98E-32 4,958

E-MEXP-3288 MAPK3 7,08E-33 1,70E-34 8,380
AKT1 1,77E-33 1,48E-35 7,581

AKT2 1,34E-31 1,99E-32 5,620

AKT3 1,28E-31 1,87E-32 7,239

MAP2K2 2,99E-31 6,08E-32 8,169

MAPK9 3,48E-30 1,32E-30 6,595

NFKB1 2,30E-31 4,27E-32 6,987

Expressdo de genes analisados durante a pesquisa para CALD vs AMN

Conjunto amostral Gene P valor ajustado P valor logFC
RPS27A 0,495 0,008 0,165
GSE117647 RPS11 0,950 0,780 0,032

RPS15A 0,832 0,428 -0,070



GSE85804

RPS7
RPS2
RPS21
SRP14
MAPK1
MAPK3
AKT2
KRAS
MAP2K2
MAPK9
PRKCA
PIK3CD
PIK3R3
PLCB3
PIK3CB
AKT1
AKT3
EGFR
HRAS
GNAS
MAP2K1
RAF1
MAPKS8
PRKCB
PRKACB
PRKACG
ACTB
Gene
RPS27A
RPS11
RPS15A
RPS7
RPS2
RPS21
SRP14
MAPK1
MAPK3
AKT2
KRAS
MAP2K2
MAPK9
PRKCA
PIK3CD
PIK3R3
PLCB3
PIK3CB

0,924
0,825
0,954
0,527
0,546
0,536
0,497
0,553
0,500
0,536
0,449
0,532
0,503
0,543
0,693
0,965
0,605
0,509
0,492
0,562
0,566
0,905
0,941
0,536
0,871
0,910
0,527
P valor ajustado
0,885
0,894
0,604
0,452
0,884
0,942
0,322
0,821
0,710
0,929
0,766
0,940
0,446
0,995
0,771
0,967
0,997
0,811

0,698
0,408
0,792
0,021
0,037
0,029
0,009
0,041
0,010
0,027
0,004
0,024
0,010
0,035
0,197
0,831
0,087
0,013
0,007
0,049
0,059
0,643
0,756
0,027
0,539
0,659
0,021
P valor
0,403
0,436
0,017
0,004
0,399
0,655
0,002
0,197
0,047
0,590
0,094
0,645
0,004
0,965
0,107
0,795
0,983
0,177

0,032
-0,073
0,026
-0,129
-0,216
-0,125
-0,198
0,266
-0,152
-0,215
0,265
-0,205
0,302
-0,161
0,057
-0,014
0,109
0,211
-0,201
-0,191
-0,294
-0,048
0,026
-0,704
-0,116
0,027
-0,270
logFC
-0,068
-0,102
-0,765
0,667
0,371
0,066
0,463
0,520
0,318
-0,038
0,577
-0,146
0,310
0,016
0,547
-0,027
0,002
0,434
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E-MEXP-3288

AKT1
AKT3
EGFR
HRAS
GNAS
MAP2K1
RAF1
MAPK8
PRKCB
PRKACB
PRKACG
ACTB
Gene
RPS27A
RPS11
RPS15A
RPS7
RPS2
RPS21
SRP14
MAPK1
MAPK3
AKT2
KRAS
MAP2K2
MAPK9
PRKCA
PIK3CD
PIK3R3
PLCB3
PIK3CB
AKT1
AKT3
EGFR
HRAS
GNAS
MAP2K1
RAF1
MAPKS8
PRKCB
PRKACB
PRKACG
ACTB
EIF3M

0,544
0,770
0,885
0,938
0,882
0,884
0,867
0,826
0,748
0,873
0,991
0,857
P valor ajustado
1,38E-18
5,81E-18
7,42E-18
1,09E-17
1,38E-18
1,19E-17
1,38E-18
3,03E-18
1,42E-18
1,01E-17
5,65E-18
1,87E-18
2,58E-18
1,66E-17
3,66E-16
5,08E-16
5,82E-18
4,78E-18
1,52E-18
6,52E-18
1,38E-18
7,92E-17
1,38E-18
5,75E-18
3,66E-18
9,88E-18
3,26E-15
1,57E-18
1,51E-18
9,92E-19
1,73E-18

0,011
0,099
0,405
0,635
0,389
0,396
0,339
0,212
0,080
0,355
0,936
0,309
P valor
2,18E-20
1,54E-18
2,23E-18
3,90E-18
1,40E-20
4,39E-18
6,98E-21
5,04E-19
4,33E-20
3,48E-18
1,48E-18
1,70E-19
3,58E-19
6,90E-18
2,63E-16
3,76E-16
1,55E-18
1,13E-18
8,15E-20
1,83E-18
4,78E-21
4, 71E-17
2,45E-20
1,52E-18
7,22E-19
3,38E-18
2,70E-15
9,05E-20
7,38E-20
1,19E-21
1,34E-19

-0,555
0,135
0,078
-0,141
0,148
-0,189
0,290
0,466
0,281
0,135
0,008
0,385
logFC
10,821
11,579
11,029
10,438
11,762
10,661
10,530
8,193
8,253
5,604
3,668
8,231
6,606
4,029
6,254
6,814
6,414
3,569
7,547
7,392
6,210
7,295
11,362
8,660
7,910
6,499
8,714
10,707
5,919
12,727
3,897
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A pesquisa demonstrou as alteracdes na expressdo génica que ocorrem nos fenotipos CALD
e AMN, de forma a correlacionar essas informac@es ao possivel quadro fenotipico de individuos
com ALD. Os resultados para os dois grupos mostram aumento da sintese proteica e grande
atividade de cascatas de sinalizacdo envolvidas com a proliferacdo e diferenciacdo celular.
Sugere-se que essas alteracdes podem fazer parte de mecanismos compensatorios em resposta
aos danos causados pela toxicidade dos VLCFA. De acordo com os achados em outros estudos
sobre ALD, bem como em outras doengas, as consequéncias oxidativas desses acidos graxos
podem envolver danos a proteinas e ao material genético, de forma que o estresse causado pode
ativar vias de sinalizacdo que eventualmente estimulam a sobrevivéncia e o reparo das células.

O estudo apresenta limitagfes sobre as amostras utilizadas em relacdo aos fenotipos, idades
de pacientes, tecidos coletados, métodos de analise e tamanho de cada grupo. Poucos séo 0s
destaques para os fendtipos de forma isolada. Ainda assim, foram observados genes que podem
ter envolvimento na patogénese em CALD, como RPS2, RPS21 e SRP14, e 0 gene FUS,
observado em AMN, que pode ser neuroprotetor. No entanto, ndo se pode esclarecer quais sdo
os envolvimentos especificos de cada um e se sugere, portanto, que podem ser alvos
interessantes para pesquisas futuras, bem como o estudo de antioxidantes para tratamento

complementar em ALD.
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Example statement:

“All authors contributed to the study conception and design. Material preparation, data
collection and analysis were performed by [full name], [full name] and [full name]. The first
draft of the manuscript was written by [full name] and all authors commented on previous
versions of the manuscript. 4/l authors read and approved the final manuscript.”

Please refer to the “Authorship Principles ” section below for more information on how to
complete this section.

Data Availability

All original research must include a Data Availability Statement. Data Availability Statements
should provide information on where data supporting the results reported in the article can be
found. Statements should include, where applicable, hyperlinks to publicly archived datasets
analysed or generated during the study. When it is not possible to share research data publicly,
for instance when individual privacy could be compromised, data availability should still be
stated in the manuscript along with any conditions for access.

Example statements:
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“The datasets generated during and/or analysed during the current study are available in the
[NAME] repository, [PERSISTENT LINK TO DATASETS]”

“The datasets generated during and/or analysed during the current study are not publicly
available due to [REASON(S) WHY DATA ARE NOT PUBLIC] but are available from the

corresponding author on reasonable request.].”

In addition to the above, manuscripts that report the results of studies involving humans
and/or animals should include the following declarations:

Ethics approval

Authors of research involving human or animal subjects should include a statement that
confirms that the study was approved (or granted exemption) by the appropriate institutional
and/or national research ethics committee (including the name of the ethics committee and
reference number, if available). For research involving animals, their data or biological
material, authors should supply detailed information on the ethical treatment of their animals
in their submission. If a study was granted exemption or did not require ethics approval, this
should also be detailed in the manuscript.

“This study was performed in line with the principles of the Declaration of Helsinki. Approval
was granted by the Ethics Committee of University B (Date.../No....).”

“This is an observational study. The XYZ Research Ethics Committee has confirmed that no
ethical approval is required. ”

Consent to participate

For all research involving human subjects, freely-given, informed consent to participate in the
study must be obtained from participants (or their parent or legal guardian in the case of
children under 16) and a statement to this effect should appear in the manuscript.

Example statement:
“Informed consent was obtained from all individual participants included in the study.”
“Written informed consent was obtained from the parents.”

Consent to publish

Individuals may consent to participate in a study, but object to having their data published in a
journal article. If your manuscript contains any individual person’s data in any form
(including any individual details, images or videos), consent for publication must be obtained
from that person, or in the case of children, their parent or legal guardian. This is in particular
applicable to case studies. A statement confirming that consent to publish has been received
from all participants should appear in the manuscript.

Example statement:
“The authors affirm that human research participants provided informed consent for
publication of the images in Figure(s) la, 1b and Ic.”

Tables
e All tables are to be numbered using Arabic numerals.
® Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
® For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the
table.
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Identify any previously published material by giving the original source in the form of
a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks
for significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

Artwork and Illustrations Guidelines
Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.
Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size.

Line Art

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

e Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

® Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

® Color art is free of charge for online publication.

e |f black and white will be shown in the print version, make sure that the main information
will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted
to black and white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the
necessary distinctions between the different colors are still apparent.

e |f the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

® Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—
3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label.
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® Avoid effects such as shading, outline letters, etc.
® Do not include titles or captions within your illustrations.
Figure Numbering

e All figures are to be numbered using Arabic numerals.

® Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

® Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

e |f an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,"Al, A2,
A3, etc." Figures in online appendices [Supplementary Information (SI)] should,
however, be numbered separately.

Figure Captions

® Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

® Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,
also in bold type.

® No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed
at the end of the caption.

e Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

e Identify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

® Figures should be submitted within the body of the text. Only if the file size of the
manuscript causes problems in uploading it, the large figures should be submitted
separately from the text.

® \When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

® For large-sized journals the figures should be 84 mm (for double-column text areas),
or 174 mm (for single-column text areas) wide and not higher than 234 mm.

e For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide and not higher than 195
mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware
that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able
to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases,
material from other sources should be used.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures,
please make sure that
e All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)
® Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)
® Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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Supplementary Information (SI)

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is
more convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as Supplementary Information, authors should read the
journal’s Research data policy. We encourage research data to be archived in data repositories
wherever possible.

Submission
e Supply all supplementary material in standard file formats.
® Please include in each file the following information: article title, journal name, author
names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.
® To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other problems
during downloading.
® High resolution (streamable quality) videos can be submitted up to a maximum of
25GB; low resolution videos should not be larger than 5GB.
Audio, Video, and Animations
® Aspect ratio: 16:9 or 4:3
o Maximum file size: 25 GB for high resolution files; 5 GB for low resolution files
® Minimum video duration: 1 sec
e Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts,
mdv, 3gp
Text and Presentations
e Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.
® A collection of figures may also be combined in a PDF file.
Spreadsheets
® Spreadsheets should be submitted as .csv or .xlIsx files (MS Excel).
Specialized Formats
® Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.
Collecting Multiple Files
® |tis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.
Numbering
e |f supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.
® Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.
® Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.
Captions
® For each supplementary material, please supply a concise caption describing the
content of the file.
Processing of supplementary files
e Supplementary Information (SI) will be published as received from the author without
any conversion, editing, or reformatting.



Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that
® The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
® Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so
that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)
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