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RESUMO

Objetivo: Criar rede de interagdo do receptor de vitamina D e verificar o padrdo de
expressdo génica de seus constituintes em pacientes com esclerose multipla (EM) e
pacientes que apresentaram episodio isolado de disfungdo neurologica sugestivo de
mecanismo desmielinizante, clinical isolated syndrome (CIS). Metodologia: A rede de
interacdo do VDR foi criada a partir de bancos de dados especificos para interagdes
fisicas, metabolicas e transcricionais. Paralelamente, foram realizadas busca na base de
dados GEO DataSets empregando os descritores “multiple sclerosis” e “vitamin D”.
Dois artigos envolvendo pacientes com EM, CIS e controles foram selecionados.
Apenas os dados de expressao desses grupos foram utilizados para aplicagdo do método.
O GALANT projecdo os dados de expressdo sobre a rede criada, resultando em mapas
funcionais, no qual o perfil de expressdo de CIS e EM foi reproduzido segundo uma
escala de cores. Resultados: A rede de interacdo do VDR totalizou 102 genes e 1501
interagOes fisicas, metabolicas e transcricionais. Trés analises resultaram da relacao
entre CIS versus Controles, EM versus Controles ¢ EM versus CIS. Em todas as
analises, encontramos sete areas indicando hiperexpressao dos genes correspondentes na
rede. Conclusio: A criacdo de uma rede de interagdes especifica do VDR e a aplicagao
do GALANT para andlise dos dados de expressdo génica de pacientes com EM
evidenciaram-se ferramentas com potencial de identificar novos genes relacionados com

0 mecanismo da doenga.

Palavras Chave: esclerose multipla, receptor de vitamina D, redes de interacdo,

bioinformatica



ABSTRACT

Purpose: The aim of the study was to create a vitamin D receptor (VDR) network.
Additionally, to verify the pattern of gene expression in multiple sclerosis (MS) and
clinical isolated syndrome (CIS) Methods: Gene expression GEO database of MS and
CIS patients was identified and selected. GALANT was used to analyze this data
Results: The VDR network identified a total of 102 genes and 1501 transcriptional,
physical and metabolic interactions among them. Analyses of gene expression with
GALANT created three images after comparing MS and CIS, CIS and control, MS and
control. Conclusion: Similar areas of gene expression in MS and CIS corroborates there
is trait of disease. Additionally, our findings suggested GALANT can be a potential tool
to discover more about pathogenic mechanism of the disease. Functional genomics

studies is necessary to validate these findings.

Key words: Multiple sclerosis, vitamin D receptor, interaction networks, bioinformatics



INTRODUCAO

Os avangos da bioinformatica na compreensdo dos mecanismos celulares

O seqlienciamento do genoma humano possibilitou desvendar uma grande
quantidade de dados contidos no deoxyrribonucleic acid (DNA), tornando-se necessario
o seu armazenamento. O avanco de novas técnicas computacionais aplicadas a biologia
molecular e genémica resultou no surgimento de uma promissora area da ciéncia, a
bioinformatica. Esta ferramenta mostrou-se util para uso em pesquisa com fins
diagndsticos preventivos e terapéuticos caracterizando a aplicacdo biomédica (1), A
experimentacdo computacional, denominada analise in silico, possibilita construir e
simular sistemas voltados para a predicao de propriedades e comportamentos bioldgicos
@)

Uma célula, para funcionar corretamente, depende de que todos os seus
componentes participem de reagdes bioquimicas intracelulares e interajam entre si. Por
isso, o metabolismo celular pode ser reproduzido como uma rede formada por diferentes
tipos de interagdes, como por exemplo: interagdo gene-gene, proteina-proteina, gene-
proteina, gene-metabdlito e assim por diante (3). A constru¢do de uma rede ¢ feita a
partir de complexos modelos matematicos e computacionais que identificam e
caracterizam as relacdes de dependéncia de cada gene.

A expressdao dos genes envolvidos nos diversos metabolismos pode ser
quantificada por meio de métodos que avaliem o perfil transcricional celular. A técnica
de microarray (ou microarranjos) permite comparar niveis de expressdo génica em larga
escala em diferentes tecidos, tempos e condigdes. Seu principio consiste na hibridizagao
por complementaridade dos acidos nucléicos. Milhares de seqiiéncia de nucleotideos
(cDNA ou oligonucleotideos) sdo fixadas em uma lamina de vidro (chip). Essas
sequéncias correspondentes aos genes, conhecidas como “sondas”, hibridizam com
RNAs mensageiros das amostras de interesse marcados com fluordforos para que possa
ser realizada a leitura do chip (4).

Estudos como o de associacdo de gendmica ampla (GWAS, em inglés) sao
capazes de gerar grande quantidade de dados, entretanto ndo fornecem informacdes
importantes a respeito da fungdo, localizagdo e interacdes dos genes. Alguns estudos de

associacdo tém utilizado da criagdo de complexas redes de interacdes para ampliar o



conhecimento sobre a patogenia das doengas e encontrar genes relacionados a
suscetibilidade e possiveis alvos terapéuticos (5—7).

Na tultima década, inumeros sistemas computacionais relacionando dados de
expressdo génica foram criados para aplicagdo na biomedicina. O ViaComplex foi
desenvolvido para analisar a expressao dos genes em redes biologicas por meio da
constru¢do de “mapas funcionais” utilizando dados de expressdao génica previamente
processadas sobrepostos as redes de interagdo (8). Diferentemente das ferramentas ja
existentes, o ViaComplex considera a relacdo entre os genes ndo individualizados e
fornece uma visualizagdo menos poluida da projecdo. Com o intuito de expandir esta
funcionalidade, o mesmo grupo desenvolveu o GALANT (GrAph LANdscape
VisualizaTion), um plug-in para o programa Cytoscape (9). Da mesma forma, o
GALANT projeta qualquer tipo de dado numérico sobre a rede e cria imagens que
lembram o layout da mesma. Esta andlise se baseia no principio de que genes que
seriam descartados em uma andlise de genes diferencialmente expressos podem causar
um efeito nos processos bioldgicos em que estdo envolvidos, quando se relacionam com

outros componentes dentro do sistema em questao.

Esclerose multipla

A esclerose multipla (EM) é uma doenca inflamatoria, desmielinizante e
autoimune restrita ao sistema nervoso central (SNC). E considerada a principal causa de
incapacidade permanente entre adultos jovens (10). Cerca de 90% das primeiras
manifestagdes da EM sdo decorrentes de acometimento da medula espinhal, nervo
optico e tronco cerebral, causando mielite, neurite Optica e sindrome de tronco cerebral
respectivamente. Esta primeira manifestagdao neuroldgica ¢ definida como sindrome
clinicamente isolada (CIS, do inglés clinical isolated syndrome) e tem duracdo de pelo
menos 24 horas. A ocorréncia de um novo episddio de carater desmielinizante
inflamatorio em uma topografia diferente da inicial, com intervalo de 30 dias e duracao
maior que 24 horas caracteriza a disseminagdo temporal e espacial e a conversdo de CIS
para EM (11,12)

A etiologia da EM ainda ndo é conhecida. No entanto, ha evidéncias de que a
interacdo de fatores genéticos e ambientais contribua para sua manifestacdo. Estudos
familiares mostraram que a taxa de concordancia entre gémeos monozigodticos ¢

aproximadamente seis vezes maior do que entre gémeos dizigoticos (13). Os genes do



sistema HLA, principalmente os de classe II, sd3o os principais envolvidos na
suscetibilidade a EM (14). A etnia também pode desempenhar um papel no
desenvolvimento da doenga, sendo algumas etnias mais afeadas que outras (15). Entre
os fatores ambientais estudados, o tabagismo, a infec¢ao pelo virus Epsten-Barr e baixas
concentragdes de vitamina D apresentam as maiores evidencias de associacdo (16). Esse
ultimo poderia explicar o motivo da variagdo na distribuicdo geografica da EM,
considerando que paises do hemisfério norte recebem menos radiagdo solar do que os
demais paises e ha uma alta prevaléncia de hipovitaminose D nessas populacdes (17).
Adicionalmente, estudos asseguram o efeito protetor da vitamina D e defendem seu uso

em doses adequadas no tratamento da esclerose multipla (18).

Vitamina D

O termo vitamina D corresponde a um grupo de hormonios esterdides derivados
do 7-deidrocolesterol (7-DHC). Essas moléculas sdo sintetizadas na epiderme exposta a
da radiagdo ultravioleta B (UVB) e obtidas, em menor quantidade, pela ingestdo de
peixes de aguas salgadas (atum e salmao) e alguns tipos de fungos. Tanto a vitamina
proveniente da dieta quanto a produzida por sintese enddgena dao origem a forma ativa
1,25(OH),D (calcitriol) apds passagem pelo figado e rim. A principal fungdo da
vitamina D ¢ a regulacdo da homeostase osteomineral através da manutencao dos niveis
séricos de calcio e fosforo (17). Entretanto, o calcitriol também desempenha um
importante papel imunorregulatorio, participando da diferenciagdo das células T helper,
inibi¢do da diferenciagdo e maturacdo das células dendriticas, bem como da producgdo
de moléculas proinflamatorias (19). O envolvimento da vitamina D em doencas
autoimunes como a EM, diabetis melitus tipo I e artrite reumatdide confirmam sua agdo
no sistema imunolégico (20). Adicionalmente, a vitamina D estd associada a prevengao
de neoplasias e processos degenerativos cardiovasculares (21). Os efeitos bioldgicos da
1,25(0OH),D sao mediados pelo seu receptor Vitamin D Receptor (VDR), um fator de
transcricdo pertencente a familia dos receptores nucleares. O VDR estd presente em
quase todas as células humanas e parece regular direta ou indiretamente cerca de 3% do
genoma humano (22).

Dada a importancia da vitamina D no sistema imunoldgico e em doengas
autoimunes como a EM, consideramos justificada a realizagdao desse estudo utilizando

as técnicas de bioinformadtica apresentadas. Neste contexto, objetivamos (i) criar a rede



do receptor de vitamina D, (ii) avaliar suas relagdes de interagdo e (iii) verificar a
presenca de genes hiperexpressos a partir de dados de expressao génica de pacientes

com EM e CIS utilizando o GALANT.

MATERIAIS E METODOS

Pesquisa e escolha dos artigos de referéncia para aplica¢do do método

Foram realizadas buscas na base de dados GEO DataSets, em 30 julho de 2013,
empregando as palavras-chave “multiple sclerosis” e “vitamin D”. Dois artigos foram
selecionados utilizando o tamanho amostral como critério de selecdo. O primeiro artigo
(A1), “Microarray analysis identifies altered regulation of nuclear receptor family
members in the pre-disease state of multiple sclerosis” (23), coédigo de acesso
GSE14895, verificou a expressdo génica de 64 pacientes com EM (n=9), CIS (n=31) e
controles sauddveis (n=24). O segundo artigo (A2), “Prediction of acute multiple
sclerosis relapses by transcription levels of peripheral blood cells” (24), codigo de
acesso GSE15245, avaliou individuos com EM (n=62) e CIS (n= 32) com o objetivo de
identificar genes com valor de predizer o tempo para o proximo surto. Para identificar
os grupos de pacientes com EM, CIS e Controles em ambos os artigos definimos que
EMI1, CISI e Controles referem-se aos grupos do Al; EM2 e CIS2 referem-se aos
pacientes do A2. A metodologia aplicada foi a mesma para os dois trabalhos. O
objetivo, o mérito e o resultado dos artigos ndo foram considerados no estudo atual.
Nesse contexto, usamos somente os dados de expressdao dos individuos para aplicacdo

do método proposto.

Normalizacdo dos dados

Ambos os estudos utilizaram GeneChips das plataformas HG-U133A e HG-
UI133A 2.0 da Affymetrix (Affymetrix Inc, Santa Clara, CA, USA). Os dados foram
normalizados pelo método de Robust Multi-array Average (RMA) com o auxilio do

pacote “Affy” carregado no software estatistico R (R Development Core Team, 2011).

Criacdo da rede de interagdo do VDR



Os constituintes da rede e todas as interagdes foram verificados
experimentalmente e encontram-se disponiveis em bancos de dados especificos: As
interagdes fisicas foram obtidas do banco de dados HIPPIE (Human Integrated Protein-
Protein Interaction rEference) (25); as interacdes de regulagdo transcricional foram
extraidas do HTRIdb (Human Transcriptional Regulation Interaction database) (26); e
as interagcdes metabolicas do Recon Idatabase (27).

A rede do receptor de vitamina D foi construida baseada na suposicdo de que
dois genes G1 e G2, que codificam respectivamente as proteinas P1 e P2, interagem
entre si se, (i) ha interagdo fisica entre as proteinas, (ii) ocorre regulagdo transcricional
de P1 ou P2 sobre G1 ou G2 ou (iii) se ocorre interacdo entre os metabolitos gerados

por P1 ou P2 (28).

Visualizagdo da rede e importagdo dos dados de expressao

A visualizagdo da rede e importacdo dos dados foram feitas pelo software
Cytoscape versao 2.8.2 (29). Os dados de expressdo génica normalizados foram
importados em formato de tabela e combinados a rede, atribuindo valores aos genes

constituintes.

Proje¢do das imagens pelo GALANT

O plugin GALANT foi implementado ao Cytoscape. Utilizando a opgao “Exp x

Control”, a relacdo entre valores de expressdo foi calculada através da formula

caso

matematica ——————————, onde “caso” corresponde a EM ou CIS. Em Al, fizemos as
(caso+controle)

comparagdes de “CIS1 x controles” e “EM1 x Controles”. Em A2, comparamos EM2 e
CIS2. A interpretagdo dos resultados foi feita segundo uma escala de cores: A coloragao
vermelha intensa e suas variagdes (resultado igual ou proximo a 1) indicam que os
genes localizados naquela regido estdo mais expressos no caso do que no controle. A
coloragao verde (resultado igual a 0,5) indica que os genes estdo igualmente expressos
no caso e no controle. A coloragdo azul e suas variagdes (resultado igual ou proximo a

0,1) indicam que os genes estdo mais expressos no controle do que no caso.

Classificagdo e andalise ontologica



Os genes de interesse foram identificados e agrupados em nucleos devidamente
enumerados para melhor identificagdo. Informagdes sobre localizagdo cromossdmica,
funcdes celulares, proteina codificada e participagdo em processos biologicos foram

obtidas nos bancos de dados online GeneCards® (www.genecards.org) e DAVID 6.7

(www.david.abcce.nciferf.gov).

RESULTADOS

Rede do VDR

A rede do VDR (figura 1) totalizou 1501 interagdes fisicas, metabolicas e
transcricionais entre 102 genes identificados pelos seus respectivos ID’s - Entrez Gene
Database (30). Os dados de expressdo génica normalizados atribuiram valor a 89 dos
102 genes existentes. Treze genes ndo receberam atributos quantitativos por ndo
possuirem sondas em uma ou ambas as plataformas do chip de microarray.

A relagdo dos tipos de interagdes observadas entre os genes de interesse € o

VDR encontra-se disponivel no material suplementar 1.

ﬁ =
79812 |ga3g

P
Q1 3201
iee

Figura 1: Rede de interacio do receptor da vitamina D (destacado em amarelo) apresentando as interacdes
que ocorrem por contato fisico (azul), atividade transcricional (verde) e interagdo metabélica (vermelho)
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Andlise da expressdo génica pelo GALANT

Trés andlises foram feitas pelo GALANT a partir da proje¢do dos dados de
expressdo obtidos dos artigos selecionados sobre a rede do VDR (figura 2). A analise
dos dados de Al - “Microarray analysis identifies altered regulation of nuclear
receptor family members in the pre-disease state of multiple sclerosis” - produziu as
imagens 2a e 2b, que correspondem as relagdes de expressdo entre CISI e controles e
EM]I e controles, respectivamente. A andlise dos dados de A2 - “Prediction of acute
multiple sclerosis relapses by transcription levels of peripheral blood cells” — deu

origem a imagem 2c, que corresponde ao resultado da relacdo da expressdo entre os

EM?2 e CIS2.

Figura 2: Conjunto de imagens obtidas pelo GALANT a partir da projeciio de dados de expressio sobre a rede
de interagdo do receptor de vitamina D. As analises 2a e 2b referem-se aos dados do estudo A1 (ACHIRON et
al., 2010) e correspondem as comparacdes de expressio entre CIS1 versus Controles e EM1 versus Controles,
respectivamente. A analise 2c é referente aos dados do estudo A2 (GUREVICH et al., 2009) e corresponde a
relaciio de expressao entre EM2 versus CIS2. Areas avermelhadas (N1, N2, N3, N4, N5, N6 e N7) correspondem
a evidéncia de hiperexpressao.

Considerando a escala de cores definida pelo GALANT, encontramos sete
nucleos (N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7) de coloragdo avermelhada sugerindo
hiperexpressdao de seus componentes. Os 50 genes distribuidos nessas sete areas foram
identificados pelo EntrezID e simbolo , e agrupados em seus respectivos nucleos
(tabela 1). Nesta, os principais processos bioldgicos relacionados a cada nucleo também
foram incluidos. Informagdes adicionais sobre localizagdo cromossdmica, proteina
codificada e fungdo de cada gene encontram-se disponiveis no material suplementar

II.
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Segundo a analise ontoldgica dos processos biologicos, cinco nucleos (N1, N2,
N3, N5 e N6) apresentaram genes relacionados ao processo transcricional e sua
regulacio. O N2 apresentou também genes envolvidos com apoptose.
Interessantemente, o N3 apresentou também genes relacionados ao sistema imune e a
resposta inflamatoria, O N4 apresentou genes importantes na sinalizagdo das vias dos
hormonios esteroides. A composi¢ao génica do N7 mostrou relagdo com transmissao do
impulso nervoso pela jungdo neuromuscular; sinapses € mecanismos regeneracio e
plasticidade axonal.

Todos os nucleos, exceto N1, apresentaram composi¢cdo similar, independente
do grupo ou estudo avaliado. Isto ¢é, encontramos os mesmos genes nas diferentes
analises de CISI versus CTRLI, EM1I versus CTRLI e EM2 versus CIS2. Em contraste,
a intensidade de coloracdo dos nucleos apresentou variacdo. Houve acréscimo de cinco
genes na composicao do N1 resultante da andlise entre EM1 e CTRLI: nuclear receptor
corepressor I (NCORL1), Spl transcription factor (SP1), SWI/SNF related matrix
associated actin dependent regulator of chromatin subfamily a member 4 (SMARCA4),
nuclear receptor subfamily 0 group B member 2 (NROB2) e SMAD family member 3
(SMAD?3). Estes genes apresentaram relagdo com o mesmos processos biologicos que
os demais constituintes do nucleo.

Dentre os 50 genes destacados na rede do VDR, seis apresentaram relagdo prévia
com a EM, segundo banco de dados do GeneCards. Foram eles: Jun Proto-Oncogene
(JUN) CREB Binding Protein (CREBBP), Cytochrome P450 Family 24 Subfamily A
Polypeptide 1 (CYP24A), Interleukin 10 (IL-10), Interferon Alpha-Inducible Protein 27
(IF127) e Cyclin-Dependent Kinase 7 (CDK?7).

Ainda segundo o banco de dados do GeneCards, alguns genes, entre eles o
Retinoid X Receptor Alpha (RXRA), Spl Transcription Factor (SP1) e Phospholipase
D1 Phosphatidylcholine-Specific (PLD1) foram identificados em estudos experimentais
relacionados com doengas autoimunes como a encefalomielite aguda experimental

(EAE), lapus eritromatoso sistémico (LES) e diabetes mellitus tipo 1.
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Nucleos

EntrezID —
Gene

Processos
biolégicos

Nucleo 1

3725 — JUN**
10499 - NCOA2
9612 - NCOR2
2353 - FOS

1387 — CREBBP**

1050 - CREBPA
2033 - EP300
9611 - NCOR1
6667 — SP1

6597 - SMARCA4
8431 - NROB2
4088 — SMAD3

Regulagdo da
transcrigdo e da
expressao génica

Nucleo 2

8626 - TP63
3066 - HDAC2
9031 - BAZIB
862 - RUNXIT1
573 - BAG1
7704 - ZBTB16
1027 - CDKN1B
5501 - PPP1CC

Regulagdo da
transcri¢do, morte
celular
programada

Nucleo 3

3586 - IL10**
8648 - NCOA1
5449 - POUIF1
6256 - RXRA
23054 - NCOA6

Regulagdo da
transcrigdo e da
expressao
génica, resposta
inflamatoéria

Nucleo 4

1591 - CYP24A1**

9324 - HMGN3
2539 - G6PD

11345 - GABARAPL2

8668 - EIF31
3429 - IF127**
1022 - CDK7**

23710 - GABARAPL1

8443 — GNPAT
9604 - RNF14
9969 - MED13
8031 - NCOA4
8295 — TRRAP

Cascata de
sinalizagao

intracelular, via de

sinalizagdo dos

hormonios esteroides

Nucleo 5

5469 - MED1
9862 - MED24
268 - AMH
5337 - PLD1
5705 - PSMC5

Regulagdo da

transcrigao

Nucleo 6

3172 - HNF4A
8204 - NRIP1
6257 - RXRB

Regulagdo da

transcrigao e da

expressao
génica

Nucleo 7

7316 - UBC
7314 - UBB
6233 - RPS27A
22938 - SNW1

Neurotransmissao
na jungao
neuromuscular,
regulagdo e
organizagao
sinaptica

Tabela 1: Composicio dos sete niicleos obtidos pelo GALANTe descricio dos seus principais processos biologicos. Os genes destacados em negrito estio presentes somente na analise

resultante da comparacio dos dados entre pacientes com esclerose multipla (EM) e controles (Achiron et all., 2010).

** Genes relacionados 3 EM segundo o GeneCards (www.genecards.org)



13

DISCUSSAO

Neste estudo, aplicamos 0 GALANT para conhecer a rede de interagao fisica,
transcricional e metabolica do VDR e seu padrao de expressao em pacientes com EM e
CIS. A maioria dos estudos relacionados ao VDR refere-se a mecanismos de regulagdo
génica e as redes de interagdo transcricionais (31). Para nosso conhecimento, esta ¢ a
primeira vez que uma rede do VDR envolvendo trés tipos de interagcdes ¢ apresentada
com a finalidade de reproduzir o padrao de expressdao génica por meio de imagens
funcionais.

As imagens obtidas pela proje¢do dos dados de CISI x Controles, EMI x
Controles e EM2 x CIS2 apresentam discretas diferengas, sugerindo que a assinatura da
doenca na rede de interacdes do VDR ¢ similar entre os pacientes que apresentaram
apenas um episodio clinico isolado e aqueles que converteram para a forma clinica
definida. Essa similaridade de expressdo observada em anélise in silico corrobora com
achados em andlise de liquor (32), ressonancia magnética (33) e de expressao génica
(23) previamente relatados.

Considerando o0s processos bioldgicos ativos, o controle do processo
transcricional predominou entre os nucleos. Porém quatro nucleos destacaram-se por
apresentar componentes importantes no desempenho de outros processos biologicos:
morte celular programada pelo N2, resposta imune pelo N3, sinaliza¢do dos hormonios
esteroides pelo N4 e transmissao sinaptica na jun¢do neuromuscular pelo N7.

O mecanismo de morte celular desempenha fungdes importantes e contraditorias
na patogenia da EM. De um lado, induzida por fatores proinflamatorios infiltrados no
SNC, a apoptose causa a destruicdo dos oligodendrocitos e desmielinizagao (34). De
outro, a inativacdo da célula T por morte celular ¢ um importante caminho para a
remissdo dos surtos. Esses eventos ocorrem por uma variedade de vias e o
conhecimento de seus mediadores possibilita novas abordagens experimentais. Um
estudo populacional que avaliou o perfil de expressdo de individuos em diferentes
estagios de desenvolvimento da EM apontou a apoptose como o principal processo
comprometido em todos os grupos. A baixa expressao do VDR e de outros genes
correlacionados resultou na supressdo da maquinaria apoptdtica. Os autores ainda
sugeriram o possivel uso terapéutico da vitamina D nos pacientes que tenham o

mecanismo de apoptose deficiente (35).
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A via das citocinas também tem sua importancia bem estabelecida na EM. A IL-
10, citocina antinflamatoria produto do gene /L-10, tem como alvo principal os
macrofagos e as células dendriticas. Sua fungdo principal ¢ impedir a apresentacdo de
antigenos e a ativacdo das células T por meio da reducdo da expressio do MHC de
classe II na membrana plasmatica das células apresentadoras de antigeno (36) e
supressao da produgdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-2, IL-12 e TNF-a.
Adicionalmente, regula o crescimento e/ou diferenciagdo de células B e parece ter papel
sobre a diferenciagdo dos linfocitos Treg (37). O gene da IL-10 estd associado a EM
(38). Células mononucleares expressando maior quantidade de RNA mensageiro de IL-
10 foram encontradas em pacientes com EM (39). Na EAE, a expressdo de IL-10
aumenta gradativamente contribuindo para a remissdo do surto e diminuicdo do
processo inflamatério no SNC (40). A vitamina D ativa, mediada pela agdo regulatéria
de seu receptor, potencializou o desenvolvimento ¢ a quantidade de células produtoras
de IL-10 em pacientes com EM, agindo em sinergismo com a propria citocina (41).
Essas observagdes foram amparadas pela experimentagdo no modelo animal, na qual a
vitamina D inibiu a resposta inflamatoria apenas em ratos que possuiam a via de
sinalizacdo da IL-10 inalterada (42).

O processo de transmissdo nervosa na jungao neuromuscular ¢ fundamental para
todas as acdes motoras na vida diaria. A disfungdo da JNM ¢ a marca da Miastenia
gravis, pela presenca de anticorpos anti receptor de acetilcolina, causando fadiga e
fraqueza flutuante. A fadiga também ¢ um tipico sintoma da EM que, segundo estudos,
apresenta transmissdo neuromuscular anormal (43). No que se refere aos efeitos
neuromusculares da vitamina D, sabe-se suas acoes via VDR envolvem desde a sintese
protéica até o mecanismo de contragdo muscular (44,45). Pouco se conhece sobre a
relagdo entre a vitamina D e a jun¢do neuromuscular na patogenia da EM. Entretanto, a
1,25(OH),D tem sido relacionada a diminuigdo da for¢a e da massa muscular (46,47).

Em trés dos sete nucleos foram identificados cinco genes hiperexpressos na rede
do VDR que j4 evidenciaram relacdo com a EM de acordo com o banco de dados do
GeneCards. Os genes CREBBP e CYP24A1, sendo o ultimo associados previamente a
EM (48), fazem parte do metabolismo da vitamina D. CYP24A1 tem sua expressio
aumentada pelo SNP rs2248359, um alelo de susceptibilidade associado a EM. (49); o
IFI27 codifica uma proteina de funcdo desconhecida, mas que foi identificada como um

biomarcador da resposta positiva ao tratamento com betainterferona na EM (50); o JUN
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foi encontrado expresso em neurdnios da periferia das placas na fase aguda da doenca e
pode estar associado a capacidade regenerativa dos neurdnios (51); o gene CDK?7 esta
relacionado no bando de dados do GeneCards, mas ndo encontramos trabalhos
publicados sobre sua relagdo com a EM. A associagdo do gene IL-10 com a EM ja foi
discutida nesta sessao.

Alguns componentes dos nucleos, entre eles o PLD1, o RXRA ¢ o SP1, ja foram
observados em estudos experimentais em modelo animal de doengas autoimunes como
EAE (52), lupus eritromatoso sistémico (53) e diabetes mellitus (54), respectivamente.
Considerando que a EM ¢ uma doenga autoimune, esses genes poderdo ter importancia
na patogenia da doenga. Observamos também que muitos genes ndo estdo envolvidos
em outros mecanismos patologicos, como por exemplo, os componentes do N2 que
estdo em sua maioria envolvidos com processos neoplésicos (55-57)

Neste estudo, cerca de 10% dos genes presentes na composicdo dos nucleos
foram relacionados a EM. Portanto, temos por volta de 40 genes identificados por esse
método que ainda ndo foram associados a doenga em estudos casos-controles. O
GALANT sugere que esses genes podem ndo estar associados diretamente a EM, mas
sim com processos bioldgicos envolvidos em sua patogenia. A analise in silico possui
um limitante pertinente ao método que somente apresenta potencial de predi¢ao para os
eventos relacionados. Portanto, para a validagdo dos achados ¢ indispensavel a
realizagdo de estudos de genomica funcional. Somente apos essa etapa o poder de

predicao do método podera ser inferido.

CONCLUSAO

A criagdo de uma rede de interacdes especifica do VDR e a aplicacdo do
GALANT para andlise dos dados de expressdo génica de pacientes com EM
evidenciaram-se ferramentas com potencial de identificar novos genes relacionados com
a doenca. Experimentos de genomica funcional poderdo confirmar o envolvimento dos

novos genes nos mecanismos moleculares da patogenia da EM.
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