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RESUMO

Reis, ALG. Analise protedbmica no liquor de doentes com a Esclerose Lateral Amiotrofica que
receberam infusdo de células-tronco mesenquimais. [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2023.

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é a doenca degenerativa do neurdnio motor, de
progressao rapida, que acomete adultos, levando a fraqueza muscular e ao 6bito entre 2 e 5 anos
apos seu diagnostico. Sem tratamento especifico, as células-tronco mesenquimais (CTM) séo
investigadas por sua capacidade de produzir moléculas com acbes neurotréficas,
imunomoduladoras e de reparo/cicatrizagdo, com impacto direto no microambiente da leséo,
podendo, assim, potencialmente modificar o curso da doenca. Este estudo avaliou por
protedmica e modelagem molecular liquor de 24 doentes com ELA, os processos celulares e
moleculares 30 dias ap6s infusdo intratecal (liquor, regido lombar) de 108 CTM autélogas
derivadas da medula 6ssea /quilograma de peso corporal, comparado com o liquor antes da
infusdo. As plataformas de bioinforméaticas do DAVID e seus bancos de dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes e 0 Gene Onthology Consorciun Anottation, bem como
as Redes de Interacdo de Proteinas foram empregadas. Duzentas e vinte moléculas desreguladas
(86 aumentadas e 134 diminuidas) foram identificadas no liquor dos doentes com ELA
incluidos neste estudo. Mecanismos relacionados a adesao celular e matriz extracelular, assim
como as moléculas A2M, ALCAM, APOA1, APOB, APOE APP, CHI3L1, CXCL12, MMP2,
NCAML1 e SPARC ressaltaram a partir das analises no liquor dos sujeitos. A regulacdo das
proteinas foi adicionalmente verificada pela técnica do Luminex e o emprego delas como
biomarcadores da presenca das CTM no liquor, dos eventos neurodegenerativos/protetivos na

ELA, ou da interacdo de ambos foram discutidos.

Palavras-chave: Esclerose Lateral Amiotrofica. Biomarcadores. Liquor. Células-tronco

mesenguimais. Protebmica. Matriz extracelular. Adesdao celular. Terapia celular.



ABSTRACT

Reis, ALG. Cerebrospinal fluid proteomic analysis of patients with Amyotrophic Lateral
Sclerosis who received mesenchymal stem cells infusion. [thesis]. S&o Paulo: Faculty of

Medicine, University of Sdo Paulo; 2023.

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a rapidly progressing degenerative motor neuron
disease that affects adults, leading to muscle weakness and death between 2 and 5 years after
diagnosis. Without specific treatment, mesenchymal stem cells (MSC) are investigated for their
ability to produce molecules with neurotrophic, immunomodulatory and repair/healing actions,
with a direct impact on the microenvironment of the lesion, thus being potentially able to
modify the course of the disease. This study evaluated, using proteomics and molecular
modeling, the cerebrospinal fluid of 24 patients with ALS, the cellular and molecular processes
30 days after intrathecal infusion (lumbar region) of 10° autologous MSC derived from bone
marrow/kilogram of body weight, compared to cerebrospinal fluid before cells. DAVIDs
bioinformatics platforms and its databases Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes and
Gene Onthology Consortium Annotation, as well as Protein Interaction Networks were
employed applied. Two hundred and twenty dysregulated molecules (86 increased and 134
decreased) were identified in cerebrospinal fluid of ALS subjects included in this study.
Mechanisms related to cell adhesion and extracellular matrix, as well as ard the molecules
A2M, ALCAM, APOA1, APOB, APOE APP, CHI3L1, CXCL12, MMP2, NCAM1 and
SPARC were highlighted in the cerebrospinal fluid of ALS subjects. Fhe Regulation of proteins
was additionally verified using Luminex technique and their use as biomarkers for the presence
of MSC in cerebrospinal fluid, neurodegenerative/protective events in ALS, or the interaction

of both were discussed.

Keywords: Amyotrophic Lateral Sclerosis. Biomarkers. Cerebrospinal fluid. Mesenchymal

stem cells. Proteomics. Extracellular matrix. Cell adhesion. Cell therapy.



1. INTRODUCAO

1.1. Esclerose Lateral Amiotroéfica

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é uma doenca fatal caracterizada pela
degeneracdo dos neurdnios motores, também chamados de motoneurdnios, superiores no
cortex cerebral e daqueles inferiores no tronco encefalico e medula espinhal (Rowland 2001).

O inicio da doenca ocorre, em geral, no final da meia-idade e apresenta-se como
atrofia muscular e fraqueza progressivas (Hardiman et al. 2017). Os efeitos nos musculos
respiratorios limitam a sobrevida em 2-4 anos ap0s o inicio da doenga (Chio et al. 2009). A
ELA é, de fato, a doenca do motoneurénio de adultos mais prevalente, na Europa estima-se
que a incidéncia da ELA seja de 1,75-3 por 100.000 habitantes/ano, e a prevaléncia
corresponde a 10-12 individuos por 100.000 habitantes, contudo ha discrepancias geograficas
significativas nessas estimativas (Masrori and Van Damme 2020). Existem poucas
publicacbGes sobre dados epidemioldgicos no Brasil, um estudo retrospectivo realizou o
levantamento da taxa de mortalidade de sujeitos com ELA, no qual foram analisadas 8.942
certiddes de Obito, a incidéncia estimada foi 1,77 a 2,3 casos novos por 100.000
habitantes/ano (Moura, Casulari, and Carvalho Garbi Novaes 2016).

Evidéncias de pesquisas clinicas e laboratoriais sugerem multiplas causas da ELA
com componentes genéticos importantes, mas variados (Al-Chalabi and Hardiman 2013).
Cerca de 5-10% dos individuos afetados tém pelo menos outro membro da familia com
sintomas da doenca, sendo definidos como portadores de ELA familial. A maioria dos casos
herdados sao do tipo autossdmico dominante (Alsultan et al. 2016). Os 90-95% restantes dos
casos de ELA ocorrem em pessoas sem histdria familiar, e esses individuos sdo definidos
como portadores de ELA esporadica (Chen et al. 2013). Embora mais de 50 genes
potencialmente causadores ou modificadores da doenca tenham sido identificados, as
expansdes no gene C9ORF72 (do inglés chromosome 9 open reading frame 72) e variantes
patogénicas nos genes SOD1 (superdxido dismutase 1, primeiro gene associado a doenga),
TDP-43 e FUS (TAR DNA-binding protein 43 e Fused in sarcoma, respectivamente) ocorrem
com mais frequéncia (Boylan 2015; Taylor, Brown, and Cleveland 2016).

A ELA caracteriza-se pela alta heterogeneidade clinica, relativas muitas vezes, pelo
envolvimento de diferentes conjuntos de motoneurdnios em partes especificas do corpo e em
diversos membros durante a progressao da doenca (Taylor, Brown, and Cleveland 2016).

Deste modo, a ELA é usualmente dividida conforme o local de inicio da doenca. Cerca de
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25% dos casos comecam a manifestar-se no segmento cefalico, comprometendo a fala, a
degluticdo e a respiracdo, sendo esses denominados ELA bulbar (Chio et al. 2013). Os outros
75% referem-se aos sujeitos que desenvolvem os sintomas de fraqueza, tanto distal quanto
proximal, nos membros inferiores e/ou superiores, indicando que a doengca comegou a se
manifestar na musculatura inervada pelos motoneur6nios espinhais, sendo essas formas
denominadas ELA espinhal (Worms 2001).

A perda da atividade dos motoneurdnios corticais, bem como aqueles bulbares e
espinhais, leva aos sinais clinicos de hiper-reflexia, sinal de Babinski e espasticidade,
fraqueza muscular progressiva, hiporreflexia, cdimbras e fasciculagdes em apresentacgdes e
grau extremamente variaveis entre os sujeitos ou momentos da evolugdo da doenga. As
funcBes cognitivas mostram-se preservadas, a exce¢do dos casos em que a ELA esté associada
a deméncia frontotemporal, com distdrbios comportamentais severos. Independentemente das
formas de apresentacéo e evolugédo da doenca, a causa mais frequente de morte dos doentes se
da pela perda da inervagao dos musculos respiratdrios e complicagdes respiratorias associadas
(Cleveland and Rothstein 2001).

O diagndstico da ELA é clinico com suporte laboratorial. Exames laboratoriais como
a eletroneuromiografia e anélises laboratoriais, complementados por estudos de neuroimagem
quando necessario, servem para exclusdo de outras patologias que se confundem com a ELA em
momentos iniciais da doenca (Brooks et al. 2000). Deste modo, o diagnostico da ELA requer
experiéncia do neurologista para tal, de modo que os doentes ficam por mais de 12-16 meses
até que recebam o diagndstico definitivo (Hardiman, van den Berg, and Kiernan 2011). Os
critérios diagndsticos de El Escorial para a ELA, revisado em 2006 (ALSFRS-R), sdo
amplamente aplicados, e pode ser definido pelas seguintes categorias: ELA clinicamente
definida, determinada pela presenca de evidéncias clinicas ou eletrofisioldgicas dos
motoneurdnios inferiores, assim como, 0 envolvimento nos motoneurénios superiores na
regido bulbar e pelo menos em duas regides espinhais, ou 0 aparecimento de sinais em trés
regibes espinhas nos motoneurdnios inferiores e superiores; ELA clinicamente provavel,
definida pelo aparecimento de evidéncias clinicas e eletrofisioldgicas presentes nos
motoneurénios inferiores e superiores em pelo menos duas regides com alguns sinais nos
motoneurdnios superiores necessariamente rostrais (acima) e aos sinais dos motoneurdnios
inferiores; ELA clinicamente possivel, caracterizada pela presenca de sinais clinicos ou
eletrofisiol6gicos dos motoneurénios superiores e disfungdo dos motoneurdnios inferiores sao
encontrados em apenas uma regido ou sinais motoneuronios inferiores sdo encontrados

sozinhos em duas ou mais regides, ou, ainda sinais de comprometimento dos motoneur6nios
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inferiores encontrados rostrais aos sinais dos motoneurdnios superiores. Visando melhorar a
acurécia, foram incluidas variaveis eletrofisiologicas presentes no consenso Awaji-Shima, o
gue aumentou a sensibilidade do algoritmo para diagnostico da ELA (de Carvalho et al. 2008;
Kalra and Arnold 2003; Rowland 2001).

Além disso, estima-se que cerca de 20% de todos os casos de ELA estdo associados
a diferentes funces moleculares e fenotipos de doencas (Connolly et al. 2020), de modo que
a tarefa de compreender as relacdes entre as vias moleculares comprometida é complexa.

Para investigar as diferentes vias moleculares envolvidas na ELA, varios modelos in
vivo, incluindo drosofilas (Chen et al. 2011; Estes et al. 2011; Watson et al. 2008; Xu et al.
2013), peixe-zebra (Armstrong and Drapeau 2013; Ciura et al. 2013; Sakowski et al. 2012;
Schmid et al. 2013) e roedores (Gurney et al. 1994), bem como modelos de células in vitro, como
linhagem de células linfoblastdides de doentes (Pansarasa et al. 2018) e hibridas (Boston-
Howes et al. 2008; Moreno-Martet et al. 2012) ou linhagens priméarias de murinos (Van
Damme, Robberecht, and Van Den Bosch 2017) foram desenvolvidos. A maioria desses
modelos pesquisam os efeitos patoldgicos de mutacdes em genes da ELA, incluindo os genes
FUS, SOD1, TDP-43 e C90ORF72 (Chia, Chio, and Traynor 2018; Volk et al. 2018).

De fato, estudos descrevem diversos mecanismos celulares e moleculares propostos
bem como alvos terapéuticos novos para explicar a morte do motoneur6nios. Os mecanismos
frequentemente implicados incluem: espécies reativas de oxigénio (ROS) - estresse oxidativo
associado (Boillee, Vande Velde, and Cleveland 2006; Chang et al. 2008; Gupta et al. 2017,
Mitsumoto et al. 2008), disfuncdo mitocondrial (Boillee, Vande Velde, and Cleveland 2006),
desregulacdo do trafego axonal e vesicular (De Vos et al. 2007; Kiaei et al. 2007),
excitotoxicidade mediada por glutamato (Foerster et al. 2013; Kumar et al. 2010; Laslo et al. 2001;
Spreux-Varoquaux et al. 2002), deficiéncias proteostaticas (Cykowski et al. 2019; Leigh et al.
1991; Sreedharan et al. 2008; Taylor, Brown, and Cleveland 2016; Webster et al. 2016) e
alteracdo do metabolismo e/ou processamento do RNA (Butti and Patten 2018; Haeusler,
Donnelly, and Rothstein 2016; Lagier-Tourenne et al. 2012; Polymenidou et al. 2011). A
alteracdo de um ou mais desses processos celulares pode estar presente, ndo apenas nos
proprios motoneurdnios, mas também em populagdes de células vizinhas, como células gliais,
células inflamatdrias periféricas e musculos, fazendo com que a ELA seja cada vez mais
considerada uma doenca multissistémica que culmina na morte do motoneurdnios (Boillee,
Vande Velde, and Cleveland 2006; Vijayakumar et al. 2019).

Interessante que os astrocitos e a microglia sdo implicados na liberagcdo de

mediadores pro-inflamatdrios que levam toxicidade do neurdnio motor (Rizzo et al. 2014).
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Além disso, a superexpressdo seletiva de SOD1 mutante no muasculo esquelético promoveu
alteracdes mitocondriais, induziu a ativagdo microglial no sistema nervoso central e resultou
em atrofia muscular grave em camundongos (Dobrowolny et al. 2008). Assim, diversos
processos celulares parecem estar envolvidos na morte do neurénio motor e possivelmente
determinam a progresséo da doenca.

A natureza complexa da doenca e a grande heterogeneidade genética e fenotipica
entre 0s doentes restringem a traducdo dos resultados obtidos nos modelos animais
geneticamente semelhantes nos ensaios clinicos em humanos. Atualmente, o padrdo de
atendimento para doentes com ELA envolve o gerenciamento multidisciplinar de sintomas,
incluindo suporte nutricional e respiratorio. Ainda, 0s tratamentos propostos nos ensaios
clinicos envolvem predominantemente drogas anti-inflamatérios, antioxidantes, anti-
glutamatérgicos e moléculas com acdes neuroprotetoras especificas. A medida de desfecho
primario mais utilizada para avaliar a eficacia dos tratamentos na ELA é a escala ALSFRS-
R. As pontuaces na escala sdo obtidas por um formulario de 12 perguntas que avalia a funcdo
motora grossa, motora fina, bulbar e respiratoria dos doentes (Cedarbaum et al. 1999).

Deve ser ressaltado entdo as maiores dificuldades no avango da solucdo na ELA,
estas que incluem a sua fisiopatologia ndo é completamente compreendida, o
desenvolvimento de terapias eficazes que prolonguem a vida ou melhorem a qualidade de
vida dos doentes caminha a passos lentos, e a disponibilidade de apenas dois medicamentos
atualmente aprovados no uso terapéutico dos doentes com ELA(Chio et al. 2020; Jaiswal
2019).

A droga a mais tempo receitada para a ELA ¢ o Riluzol, aprovado pela primeira vez
em 1995, que postula-se ser capaz de prolongar a sobrevida por 2-3 meses em alguns doentes,
exercendo efeito benéfico apenas nos primeiros seis meses de terapia (Bensimon, Lacomblez,
and Meininger 1994; Cetin et al. 2015). Quando langado, o Riluzol foi dito capaz de atuar na
modulacdo da transmissdo glutamatérgica (Bensimon, Lacomblez, and Meininger 1994).
Pesquisas sobre o mecanismo de ac¢do do Riluzol mostram consistentemente que seus efeitos
nos receptores de glutamato sdo umalimitados e que 0s mecanismos de acdo sdo
provavelmente mais variados e complexos (Bellingham 2011). Isso pode ajudar a explicar
porgue outros compostos anti-glutamatergicos, como Ceftriaxona, Memantina e Talampanel,
ndo mostraram eficacia em ensaios clinicos de ELA (Cudkowicz et al. 2014; de Carvalho et
al. 2010; Pascuzzi et al. 2010). Durante esses anos, desde que o Riluzol foi langado, mais de

60 outras moléculas foram investigadas como potenciais tratamentos para doenga (Petrov et
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al. 2017), cujos efeitos, porém atingiram o status de uso clinico.

O Edaravone, mais recentemente, foi aprovado em 2017 para uso em doentes com
ELA no Japédo, Coreia do Sul e Estados Unidos. O Edaravone é composto antioxidante
proposto para reduzir o estresse oxidativo, embora seu mecanismo exato ainda seja
desconhecido (Sawada 2017b). A droga foi inicialmente aprovada para uso no Japéo para o
tratamento de acidente vascular cerebral isquémico agudo (Takei et al. 2017; Watanabe et al.
2018). A eficacia do Edaravone para o tratamento da ELA foi testada em dois ensaios clinicos
de fase 11l e determinada pela alteragéo nas pontuagfes ALSFRS-R em comparagdo com a
linha de base (Writing and Edaravone 2017). O primeiro ensaio duplo-cego e controlado com
placebo ndo relatou diferencas significativas entre os grupos tratado e placebo (Abe et al.
2014). Apds andlise post hoc dos resultados, foi realizado um estudo de acompanhamento em
uma populacdo de doentes definida de maneira mais restrita. Este ensaio relatou diferenca
modesta, mas estatisticamente significativa, nos escores da ALSFRS-R, com doentes tratados
com Edaravone apresentando perda funcional reduzida em comparagdo com doentes que

receberam placebo apds 6 meses de tratamento (Sawada 2017a).

1.2. Patogénese da ELA

A partir da sua descricao inicial em 1869 pelo neurologista francés Jean-Martin
Charcot, o termo Esclerose Lateral Amiotréfica foi cunhado para 0 nome da doenca, sendo
que “amiotrofico” compete a atrofia muscular e “esclerose lateral” refere-se a cicatrizagao ou
endurecimento dos tecidos na porcdo lateral da medula espinhal. Desde entdo, 0s
conhecimentos adquiridos sobre a ELA conseguiram mudar pouco a histéria natural da
doenca (Ghatak et al. 1986; Hughes 1982). A caracteristica patoldgica da ELA é a presenca
de inclus@es proteicas citoplasmaticas neuronais (Taylor, Brown, and Cleveland 2016). Em
97% dos casos, 0s achados sdo de agregados da proteina TDP-43. Ainda, acumulos das
proteinas FUS e SOD1 sdo observados em doentes que possuem muta¢des nos genes FUS e
SOD1, respectivamente (Casterton, Hunt, and Fanto 2020; Chio et al. 2020).

Postula-se que a degeneracdo dos motoneurdnios envolve condi¢cbes multifatoriais
com interacdo de fatores ambientais, genéticos e epigenéticos que parecem interferir no
desenvolvimento da ELA através de alteracdes complexas de vias moleculares (van den Bos,
Geevasinga, and Higashihara 2019). Dentre os mecanismos fisiopatologicos descritos,
mutacgdes no gene SOD1 aumentam o estresse oxidativo, pela geracéo de radicais livres, bem
como, induzem instabilidade conformacional e falha no dobramento do peptideo SOD1, o que

acarreta acumulo de inclusBes citoplasmaticas ubiquitinadas, que agem inibindo a funcéo
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proteossdmica normal e prejuizo do transporte axonal (Kiernan et al. 2011; Taylor, Brown,
and Cleveland 2016). Além disso, o metabolismo aberrante de RNA na ELA pode estar
relacionado com a localizacdo errada de algumas proteinas essenciais de ligagdo do RNA,
comprometendo o0 seu processamento, transporte e utilizacdo (representado na Figura 1 K,J)
(Hardiman et al. 2017; Taylor, Brown, and Cleveland 2016; Van Damme, Robberecht, and
Van Den Bosch 2017).

Outro mecanismo descrito é a excitotoxicidade do glutamato, que envolve a reducéo
da expressdo significativa do transportador de aminoécido excitatorio astrocistico 2
(EAAT?2). O excesso de glutamato na fenda sinaptica, causado pela falha dos astrocitos em
recaptar esse neurotransmissor, desencadeia disparos repetitivos de potenciais de acéo, bem
como, aumento proporcional no influxo de Ca?*, prejudicando a capacidade de
armazenamento de calcio nas organelas, e consequentemente interrompendo 0 Sseu
funcionamento normal (representado na Figura 1 A,B) (Taylor, Brown, and Cleveland 2016;
van den Bos, Geevasinga, and Higashihara 2019).

A mitocdndria desempenha papel importante na maquinaria celular, responsavel pela
producdo energética, tamponamento de calcio intracelular, respiracdo celular, além de estar
intimamente ligada a regulacéo da apoptose e a producdo de alto nivel de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Bonafede and Mariotti 2017; Turner et al. 2013b). Em raz&o disso, a
disfuncdo da mitocondria parece estar envolvida nos aspectos relacionados com a patogénese
da ELA ja que foram relatadas anormalidade na homeostase energética e no calcio
mitocondrial, producdo anormal de ATP e de ROS, desregulacdo da apoptose, além da
alteracdo do transporte mitocondrial ao longo dos axonios na doenca (ilustrado na Figura 1
L,H,E,M) (Bonafede and Mariotti 2017; Menzies et al. 2002; Shi et al. 2010). Ressalta-se que
alteracdes na morfologia da mitocéndria, como a vacuolizacdo da organela, em razdo do
acumulo de agregados de proteinas, esses que incluem SOD1 mutante entre as membranas
mitocdndrias, levam a prejuizos na importacdo de proteinas e a alteragdes no metabolismo
celular na ELA (Bonafede and Mariotti 2017; Turner et al. 2013a). Além disso, o desequilibrio
na homeostase energética e déficits de ATP causada pelo dano oxidativo as proteinas
mitocondrias prejudicam a funcdo das cadeias respiratorias em doengas neurodegenerativas
(Bonafede and Mariotti 2017; Turner et al. 2013a; van den Bos, Geevasinga, and Higashihara
2019).

H& ainda evidéncias que a neuroinflamagdo e a reatividade imunoldgica podem

também contribuir na fisiopatologia da doenca, como observado nos modelos experimentais
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e em amostras post-mortem de ELA (Hardiman et al. 2017; Turner et al. 2013a). Na medula
espinhal e codrtex cerebral de doentes com ELA é comum observar ativacdo de
micrdglia/macrofago, evento que pode ter relacdo com a progressao da ELA por promover a
resposta inflamatoria exagerada nos motoneurdnios dos doentes (Zhang et al. 2005).
Interessante a descricdo de que a micrdglia pode ter ativacdo dupla, apresentando o
fenotipo M1, classicamente ativado, toxico, ou o fendtipo M2, que tem funcao neuroprotetora.
Alguns autores sugerem a partir de estudos envolvendo modelos de animais SOD1
transgénicos, que o fendtipo da microglia se modifica conforme a evolugdo da doenga, ou
seja, no inicio ela mantém fenotipo neuroprotetor e, @ medida que a doencga progride, esta
célula adquire acao neurotdxica, ja que o perfil de citocinas liberadas na fase final da doenca
modifica-se (Hardiman et al. 2017). Além disso, segundo Tarasiuk e colaboradores (2012),
foram detectados no liquor de doentes com ELA aumento de anticorpos contra estruturas
celulares, assim como de proteinas inflamatdrias a exemplo das interleucinas 6 e 8, os fatores
do complemento C3 e C4, prostaglandina E2, a proteina quimiotéctica de macréfagos (MCP-

1), entre outras (representadas na Figura 1 C,D).
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Figura 1. Interacdo complexa entre as vias moleculares e genéticas associadas a neurodegeneragao
na ELA. A reducdo da captacdo de glutamato pela fenda sinéptica, levando a excitotoxicidade do
glutamato, é mediada pela disfuncdo do transportador de aminoacido excitatorio astrocistico 2
(EAAT?2). Excitotoxicidade induzida por glutamato resulta em neurodegeneracdo por meio da
ativacdo de vias enziméticas dependentes de Ca?* (A e B). Mutacdes nos genes COORF72, TDP-43 e
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FUS resultam em metabolismo de RNA desregulado levando a anormalidades de traducéo e formagéo
de agregados neuronais intracelulares (J e K). MutacGes no gene superdxido dismutase-1 (SOD-1)
aumentam o estresse oxidativo (L), induz disfuncdo mitocondrial (H), leva a agregados intracelulares
(E) e transporte axonal defeituoso (M). A ativacdo da micrdglia resulta na secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias e neurotoxicidade (C e D). Esquema adaptado (van den Bos, Geevasinga, and
Higashihara 2019).
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1.3.  Células-tronco

As células-tronco passam a ser vistas como abordagem terapéutica promissora na
promocao da protecdo neuronal, para diferentes doengas neurodegenerativas, incluindo ELA.
Estudos com células-tronco justificam-se pela capacidade de migrarem para locais de tecidos
lesados, estimularem a reparacdo dos mesmos e direcionarem suas a¢es segundos sinais
extracelulares especificos que recebem (Faravelli et al. 2014).

As células-tronco possuem capacidade de se auto renovar e se diferenciar em outras
categorias de células. Em geral, podem ser divididas em dois subtipos principais: células-
tronco embrionarias, que possuem a capacidade de produzir todas as trés camadas
germinativas; e células-tronco adultas, que podem se diferenciar em vérias categorias de
células de diferentes 6rgdos, geralmente determinadas pela camada germinativa de origem
(Meamar et al. 2013). Entre os diferentes tipos de células-tronco embrionérias, as mais
utilizadas para doencas neuroldgicas sdo as células-tronco neurais, células-tronco
mesenquimais (CTM) e células-tronco pluripotentes induzidas (Faravelli et al. 2014). O
principal objetivo de estudos com células-tronco envolve a utilizacao dessas células com base
em sua capacidade de liberar fatores troficos e de remover moléculas neurotdxicas,
fornecendo assim suporte local no microambiente da area lesada (Bonafede and Mariotti
2017). Entre as diferentes categorias de células-tronco utilizadas nos estudos de doencas
neurodegenerativas, as CTM despontam maior interesse como candidatas promissoras
(Baglio, Pegtel, and Baldini 2012). As CTM podem ser isoladas de diversos tecidos fetais e
adultos, como musculo esquelético, placenta, corddo umbilical, sangue e tecido adiposo.
Existem varias vantagens técnicas na aplicacdo das CTM. Em primeiro lugar, seu isolamento
é seguro e facil, sua expansdo in vitro é simples, tendo sido demonstrada, tanto in vitro quanto
in vivo, que elas podem se diferenciar em células do tipo neural, glial e astrocistica (Haidet-
Phillips and Maragakis 2015). Além disso, as CTM sdo menos suscetiveis as alteragdes
tumorais e ndo requerem tratamento imunossupressor para prevenir a rejeicdo, dada a
possibilidade de transplante autélogo (Meamar et al. 2013).

Publicacgdes recentes envolvendo doencas neurolégicas demonstraram que as CTM
podem ser extraidas de tecidos adiposos ou de medula 0ssea, expandidas in vitro, e em
seguida, injetadas no liquor ou em outros tecidos (Pittenger et al. 2019). A hip6tese, com base
em estudos pré-clinicos em modelo animal, é que as CTM secretam fatores com efeito
terapéutico no microambiente ao redor de neurdnios. A terapia baseada em CTM ¢ atraente
porgue a maioria das doencas neurodegenerativas sao multifatoriais e as CTM mostraram-se

favoraveis na modulacdo da maioria desses processos patoldgicos (Sivandzade and Cucullo
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2021).

Os mecanismos possiveis relacionados com ac¢éo das CTM no tratamento de doencas
neurodegenerativas envolvem o homing para as regides cerebrais lesadas, a producdo de
fatores neuroprotetores com agdo paracrina e a modulagédo das células imunes com ac¢des no
tecido nervoso (Yao et al. 2020)

O homing refere-se a caracteristica das CTM de migrar espontaneamente para a
regido lesada. Foi demonstrado que apos a implantacdo de CTM marcadas com BrdU em
ratos com leséo medular, as CTM podem migrar para o local da lesdo e se diferenciar em
neurdnios e células gliais, levando & melhora persistente da funcdo motora (Chopp et al.
2000). O homing efetivo das CTM pode ser influenciado por diversos fatores, como o tempo,
quantidade de células transplantadas, método de cultura, pré-tratamento e a técnica utilizada
no transplante das CTM (Chamberlain et al. 2007; Omori et al. 2008; Fatimah et al. 2013)

As CTM podem secretar diversos fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e
varias enzimas, desempenhando um papel importante na migracdo celular e na regulacdo
imunologica. Estudo anterior demosntrou o potencial neurotrofico do fator neurotrofico
derivado de células gliais em modelos de Doenca de Parkinson baseados em toxinas. Eles
empregaram o modelo induzido pelo lipopolissacarideo para investigar o potencial das CTM
produtoras de fator neurotréfico derivado da linhagem das células gliais injetadas em conter
a neuroinflamacdo, a neurodegeneracdo e os déficits funcionais desencadeados pelo
lipopolissacarideo. Enquanto a administracdo de lipopolissacarideo na substancia negra
estimulou reacdes inflamatdrias locais Obvias levando a perda de 20% dos neurdnios
dopaminérgicos, a injecdo intraestriatal das CTM superexpressando fator neurotrofico
derivado da linhagem das células gliais promoveu a protecdo e/ou o desenvolvimento dos
terminais dopaminérgicos (Hoban, Howard, and Dowd 2015). As CTM também podem
secretar exossomos, que sao ricos em componentes derivados de endossomos e moléculas
bioativas, como proteinas, lipidios, RNA mensageiro, RNA transportador, DNA genémico e
DNA mitocondrial. Os exossomos podem inibir a inflamacdo, participar de respostas imunes
e promover a diferenciacdo e migracdo celular (Liu et al. 2019). Denota-se que ex0SSOomos
derivados de CTM estimularam a neurogénese na zona subventricular e reduziram o
comprometimento cognitivo no modelo de parkinsonismo experimental (Reza-Zaldivar et al.
2019).

As CTM sdo precursoras indiferenciadas com diferenciacdo fenotipica imatura e
baixa imunogenicidade. A imunorregulacdo das CTM pode estar relacionada & sua interacdo

com celulas T, células B e células natural killer. As CTM podem regular a funcéo das células
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imunes suprimindo a producéo de anticorpos pelas células B, a ativagdo das células T e a
secrecdo de citocinas pelas células natural killer (Mundra, Gerling, and Mahato 2013).
Experimentos em animais mostraram que a imunorregulacdo de CTM derivadas da placenta
pode inibir a liberacdo de citocinas inflamatorias, aliviar o comprometimento cognitivo, e
aumentar a taxa de sobrevivéncia de neurdnios e regeneracao nervosa (Yun et al. 2013).

Considera-se que a efetividade do tratamento da ELA esteja associada com o
prolongamento do tempo de sobrevivéncia dos motoneurénios. Estudos mostraram que as
CTM podem migrar para a medula espinhal de camundongos e suprimir a ativacdo da
microglia e a proliferacdo glial tecidual, aumentando assim o nimero de motoneurénios,
indicando que as CTM podem ter efeitos neuroprotetores (Mazzini et al. 2016). Finalmente,
dentre as descri¢fes mais importantes, ressalta-se ainda que exossomos derivados de células-
troncos adiposas podem proteger motoneurdnios derivados de NSC-34 de danos oxidativos,
aumentar a sobrevivéncia celular (Bonafede et al. 2016), reduzir a agregacdo de SOD1 e
disfuncdo mitocondrial (Lee et al. 2016).

1.4.  Andlise Protebmica do Liquor

A anélise protedmica é uma ferramenta atual e poderosa, utilizada na identificacdo
de moléculas relacionadas aos processos fisioldgicos normais ou patoldgicos, bem como, as
respostas a intervencdes terapéuticas (\Vu and Bowser 2017). Ha uma variedade de biofluidos
que podem ser alvos da andlise protebmica, como, por exemplo, urina, soro, plasma, saliva e
liquor (Hardiman et al. 2017). O presente estudo utilizou a protedmica no estudo do liquor de
doentes com a ELA que receberam infusdo de CTM homodlogas no liquor, tecido esse que
mantem relacdo anatdmica e funcional com o sistema nervoso central. A identificacdo das
moléculas pode refletir o efeito do tratamento com as CTM.

Diversos métodos analiticos sdo explorados, entretanto, a analise proteémica
destaca-se por ter alta sensibilidade, permitindo a detec¢do de proteinas minimamente
expressas por neurdnios e células gliais do sistema nervoso central (Ravits et al. 2013). O estudo
das proteinas € importante, pois elas sdo consideradas a resposta funcional das células, isto é,
determinam os processos bioldgicos e os destinos celulares (MacDonald and Borman 2004).
A analise protebmica pode ser definida como estudo de todo o contetido proteico, envolvendo
a identificacdo e localizacdo dessas proteinas, bem como, demonstrar vias de proteinas
presentes em determinadas ceélulas, tecidos ou organismos em determinado momento
(MacDonald and Borman 2004; Monti et al. 2005b). A dificuldade da andlise do proteoma esta

relacionada com a dinamica proteica, tendo em vista que o nivel de expressdo das proteinas
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pode variar conforme o ciclo celular, tal como, as alteragdes intracelulares e extracelulares
causadas por estresse e mudanca de temperatura (Monti et al. 2005b).

O estudo do proteoma é classificado em duas areas principais: protedmica de
expressao e protedmica funcional (Monti et al. 2005b). A primeira identifica e quantifica 0s
niveis de regulacdo das proteinas quando se comparam células ou condicbes diferentes,
abordagem essa frequentemente adotada na identificacdo de proteinas reguladas positiva ou
negativamente em situacdes especificas da doenca/tratamento, podendo ser empregada tanto
0 uso como marcador diagndstico, como para alvos terapéuticos (Banks et al. 2000). A
protedmica funcional por sua vez busca caracterizar atividades biologicas, interagBes entre
proteinas e vias de sinalizacdo (Monti et al. 2005a). Essa pode ser direcionada a desvendar
funcBes bioldgicas de proteinas desconhecidas e buscar ao nivel molecular a elucidacéo de
mecanismos celulares. As proteinas identificadas fazem parte do complexo de proteinas que
interagem entre si, € a associacdao entre elas acontece de forma rapida e transitoria nesse
complexo (MacDonald and Borman 2004; Monti et al. 2019; Monti et al. 2005b). A
identificacdo das proteinas parceiras em determinada rede é essencial para entender as funcdes
bioldgicas, assim como, 0s mecanismos moleculares envolvidos naquele ambiente
(MacDonald and Borman 2004; Monti et al. 2019; Monti et al. 2005Db).

Além disso, a investigacdo das redes de interacdo de proteinas e vias de sinalizacao
no liquor utilizando a andlise protebmica com protocolos de terapias celulares, como o
transplante autélogo de CTM, abre a possibilidade de identificarmos moléculas para melhor

compreensdo dos mecanismos envolvidos no tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar, por analise protedbmica, 0s possiveis mecanismos moleculares e celulares
relacionados a CTM, 30 dias apos infusdo no liquor de doentes com ELA incluidos no
protocolo clinico NCT 0291768.

2.2. Objetivos Especificos
1) Identificar por andlise protebmica as proteinas desreguladas no liquor de doentes que

receberam CTM.

2) Expandir os métodos de modelagem molecular para a interpretacdo dos resultados

da proteébmica.

3 Identificar por modelagem molecular as mecanismos celulares/moleculares

relacionados as proteinas desreguladas no liquor possivelmente relacionados as CTM.

4) Verificar e discutir o potencial das moléculas realcadas como biomarcadores da

presenca das CTM no liquor dos sujeitos ELA.
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3. MATERIAL E METODOS

Este projeto fez parte do protocolo de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (CAPPesq-HCFMUSP; #1.664.413). O estudo realizou infusédo
de duas doses intratecais de CTM aut6logas obtidas do aspirado de medula ¢ssea (10° CTM/
quilograma de peso corporal) no espaco subaracnoideo na regido lombar de doentes com
diagnostico de ELA incluidos no protocolo (www.clinicaltrials.gov com o namero
NCT02917681). Os sujeitos da pesquisa foram submetidos a anestesia geral e a aspiracdo da
medula Ossea, procedimentos esses realizados no centro cirdrurgico do HCFMUSP por
anestesiastas e neurocirurgides vinculados ao propjeto de pesquisa. As CTM formaram
obtidas e expandidas individualmente dos asirados de medula ésses por equipe especializada
do Centro de Tecnologia da Pontificia Universidade Catolica do Parana, sob a coordenacéo
do Professor Paulo S Brofman, colaborador desse projeto. As infusdes de CTM autdlogas
foram separadas por intervalo de 30 dias. Imediatamente antes de cada infusdo foram coletados
10 ml de liquor para anélises de rotina e estudo de protedmica, este Gltimo, objeto deste

estudo.

3.1.  Sujeitos Incluidos no Estudo

O estudo foi aberto aos doentes de todo o territério nacional. Os doentes foram
informados dos detalhes da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Foram acompanhados clinicamente pelo periodo de 20 semanas, desde a triagem
até a 12 infusdo de CTM. Em seguida, foram acompanhados por quatro semanas entre a 1% e
2% infusdo e por 28 semanas da 22 infusdo até a Ultima visita.

O diagndstico e estadiamento da doenca foram realizados por neurologista do grupo
de pesquisa que utilizou os critérios de El Escorial Revisados, que envolve a presenca de
sinais de comprometimento de neurdnios motores superiores e inferiores em diferentes
regides e auséncia de evidéncias e sintomas por outra doenga (Brooks et al. 2000). Neste
estudo, foram incluidos 24 doentes com diagndstico de ELA (Tabela 1) de ambos os sexos
(10 mulheres e 14 homens), com idades variando entre 35 e 68 anos (média 53,21 anos) sem

diagndstico para outras doencas.

3.2. Obtencdo de Amostras Biologicas
As amostras do liquor utilizadas neste estudo foram de dois periodos, a saber: 1-

coleta imediatamente antes da primeira infusdo de CTM (I1) e 2- antes da segunda infusdo de


http://www.clinicaltrials.gov/
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CTM (12), intervencdo essa ocorrida 30 dias ap0s a primeira. As coletas foram realizadas por
puncdo lombar em condigdes assépticas no centro cirdrgico do HCFMUSP, totalizando 48
amostras.

O volume de 5 ml do liquor foi encaminhado ao Laboratério de Investigacdo Médica
45 (LIM-45), centrifugado a 4°C por 10 minutos a 300 g, aliquotado e congelado a -80°C até

posterior utilizag&o.
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Tabela 1. Dados clinicos demogréficos dos sujeitos com ELA

Doentes ELA  'dade na coleta Género Local de inicio |dade de inicio
(anos) (anos)

1 65 M MS 65

42 M MI a1
3 51 F MS 51
4 67 M MS 65
5 54 M Ml 53
6 51 F B 50
7 61 F MS 58
8 50 M MS 50
10 58 F B 56
11 44 M MI 43
12 53 M MS 52
13 44 F MS 44
14 65 M Ml e MS 65
15 42 M MI 42
16 59 M MS 59
17 35 M MS 35
18 59 M MI 59
19 53 F MS 52
20 46 F MI 45
21 68 F B 64
22 50 M MS 48
23 35 F MI 31
24 65 M B 64

Sujeitos caucasianos com Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) do Servigo Ambulatorial de ELA do Departamento
de Neurologia foram diagnosticados de acordo com EIl Escorial e submetidos a retirada do liquor antes e apés 30
dias da infusdo de células-tronco mesenquimais. As amostras de liquor foram submetidas a analise Protedmica e
Luminex. Abreviaturas: F: feminino; M: masculino; MI: membro inferior; MS: membro superior; B: bulbar.

3.3. Quantificacdo de Proteinas do Liquor por Espectrometria de Massas

A analise proteébmica foi realizada em 24 doentes com ELA (Tabela 1) utilizando a
metodologia previamente descrita por Palmisano et al., (2010), cujo pesquisador principal e
colaborador deste projeto. De modo resumido, 1 ml de liquor de cada periodo foram submetidas
a centrifugacdo em membrana de corte molecular de 10 kDa. As proteinas retidas foram
reduzidas por adicdo de ditiotreitol (DTT) a concentracéo final de 10 mM. As proteinas foram
alquiladas antes da digestdo pela adi¢do de iodoacetamida (Yari et al.) a concentracéo final
de 40 mM e digeridas com tripsina (razdo 1:50 enzima para proteina). A reacdo foi
interrompida com a adicao de acido trifluoroacético (TFA) a 1% e os peptideos resultantes
purificados usando micro-coluna de sepharose de fase reversa Oligo R3 (Palmisano et al.

2010). As amostras foram entdo analisadas por nLC-MS/MS usando plataforma analitica
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combinando cromatografia liquida de nanofluxo com espectrdmetros de massa LTQ-
Orbitrap.

Os peptideos foram separados por espectrometria de massa em cromatografia liquida
de nano-ultra-alto desempenho (nUHPLC LC-MS/MS) conforme a descricdo prévia
(Kawahara et al. 2018).

As proteinas identificadas como desreguladas foram selecionadas e seus peptideos
mapeados no banco de dados PeptideAtlas (http://www.peptideatlas.org/). Os valores de m/z
selecionados foram monitorados em todo o gradiente e seus espectros de MS/MS registrados
para pesquisa no banco de dados usando o software MaxQuant versao Matrix Science, versao
2.6.0 (Cox and Mann 2008). Para identificacdo de proteinas no MaxQuant, a pesquisa no
banco de dados realizada (http://www.mcponline.org/), utilizando o Andromeda (Cox et al.
2011) para pesquisar os espectros de MS/MS em um banco de dados composto pelo Uniprot
Human Protein Database.

O software Perseus foi utilizado para avaliacdo estatistica dos dados protedmicos.
Os valores normalizados de LFQ (do inglés, label-free quantification) foram carregados no
software e transformados em log?. Testes estatisticos foram aplicados para detectar as
diferencas entre os periodos. Somente foram aceitas como variacdes significativas aquelas

em que o valor de p foi menor ou igual a 0,05.

3.4.  Analises Enriquecidas e Redes de Interacdo das Proteinas Desreguladas

A anélise enriquecida das proteinas desreguladas no estudo de proteébmica foi
realizada utilizando a plataforma DAVID (do inglés, Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery, versdo 6.8) composta por varios bancos de dados. Este estudo
identificou vias de sinalizacdo (KEGG; do inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) e categorias das Ontologias Génicas (GO; do inglés, Gene Onthology), que
representam diferentes aspectos dos sistemas bioldgicos (Processos Bioldgicos,
Componentes Celulares e Funcdes Moleculares).

Os dados apontados para estas bases de dados foram filtrados (EASE) para
visualizacdo dos resultados mais significativos (Huang da, Sherman, and Lempicki 2009;
Sherman et al. 2022), de acordo com niveis especificos de significancia para KEGG e Gene
Ontology (p< 0,001). As categorias de cada vertente foram numeradas de forma decrescente,
considerando o nimero de moléculas apontadas em cada uma delas. O diagrama de Venn das
proteinas apontadas em cada categoria dentro de cada vertente (KEEG, Processos Bioldgicos,

Componentes Celulares e Fungdes Moleculares) identificou as moléculas presentes no maior
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nimero de categorias, utilizando-se a ferramenta online Draw Venn Diagram
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/ webtools/VVenn/).

Critérios e algoritmos especiais foram projetados para encontrar categorias relevantes
e moléculas correspondentes com o mais alto nivel de importancia no liquor de individuos com
ELA 30 dias ap6s infusdo de CTM entre todos aqueles apresentados pelas analises descritas
acima.

Inicialmente, nas andlises intra-vertentes, as categorias KEGG e GO foram
classificadas de acordo com o nivel de representacdo de suas moléculas entre categorias
especificas e definidas como Categorias de Primeira e Segunda Grandeza, e suas respectivas
moléculas foram identificadas como Moléculas de Primeira e Segunda Grandeza. Além disso,
aquelas Moléculas de Primeira e Segunda Grandeza pertencentes a pelo menos duas categorias
foram chamadas de Moléculas de Primeira e Segunda Grandeza Depuradas, respectivamente.
Posteriormente, nas analises Inter-vertentes, as moléculas identificadas em quatro e trés
vertentes foram denominadas Moléculas de Primeira e Segunda Grandezas, respectivamente.
Moléculas Intra- e Inter-Vertentes foram submetidas a critérios continuos.

As redes de interacdo proteina-proteina foram construidas através do software
Cytoscape 3.5.7 (Warde-Farley et al. 2010). Para estabelecer suas relacGes e identificar
possiveis moléculas com maior grau de relevancia, foram utilizados parametros de centralidade,
indicando seus respectivos betweenness e degree (Scardoni, Petterlini, and Laudanna 2009). As
15 moléculas com maior betweenness e degree foram consideradas para os critérios posteriores.

As categorias enriquecidas do GO foram semanticamente agrupadas e visualizadas
usando o software REVIGO (Supek et al. 2011). Os parametros foram 0s seguintes:
similaridade permitida = média (0,7); Banco de dados Homo sapiens e SimRel como medida

de similaridade semantica.

3.5.  Analise da Regulacado de Proteinas pelo Luminex

As moléculas promissoras identificadas por meio das modula¢bes realizadas,
apresentadas acima com detalhes, foram quantificadas por meio da técnica xXMAP (Multiple
Analyte Profiling). Resumidamente, o liquor de 24 doentes com ELA, provenientes das coletas
antes e 30 dias e apos a infusdo de CTM, foi processado e avaliado seguindo as recomendagdes dos
fabricantes. A tecnologia XMAP, desenvolvida pela Luminex®, utiliza microesferas
fluorescentes coloridas (beads), que s@o covalentemente ligadas aos anticorpos de captura. Os
anticorpos de captura séo diretamente aplicados contra a molécula-alvo. Apds a série lavagens

para remover proteinas ndo ligadas, anticorpos de deteccdo foram adicionados para formar o
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complexo sanduiche, seguido da adi¢do do conjugado estreptavidina-ficoeritrina.

As amostras de liquor e da curva padrdo (fornecidas pelo fabricante) foram
adicionados em placa que contém microesferas coloridas com anticorpos de captura contra a
amostra de interesse. A placa foi incubada em agitador de placas e, apds as lavagens, o anticorpo
de deteccéo foi adicionado e novamente incubado. As lavagens foram realizadas em lavadora
magnética (Bio-plex PRO Il Wash Station), retendo as microesferas na placa pela agdo do ima.
Em seguida, a estreptavidina-ficoeritrina foi adicionada e incubada.

Apols a lavagem para retirada dos reagentes ndo aderidos, a solucdo tampédo foi
adicionada nos pocos para analisarmos no equipamento de leitor de microesferas Magpix
Milliplex da Luminex. O sinal fluorescente foi emitido pela estreptavidina-ficoeritrina quando
excitada pelos LEDs do equipamento de leitura. Utilizamos dois LEDs de alta performance, o
verde com comprimento de onda de 525 nm e o vermelho com 635 nm, para a quantificacdo
precisa dessas moléculas. A captura das imagens foi realizada por cadmera equipada com
dispositivo de carga acoplado (CCD) e os resultados foram enviados ao software Xponent 4.2
da Luminex Corp para uma analise detalhada dos dados, utilizando o software Milliplex Analyst
5.1 da EMD Millipore. Os niveis das moléculas estdo expressos em pg/ml ou ng/ml de acordo
com a curva padréo.

Os dados obtidos foram tratados utilizando-se os testes de Kolmogorov-Smirnov
(normalidade) e o teste t pareado para analise de cada molécula entre os dois grupos. As
proteinas que ndo se mostraram desreguladas no liquor dos sujeitos ELA 30 dias apds as CTM
dentre aquelas desreguladas pela protebmica foram analisadas segundo a estratificacdo dos
valores proteicos em relacdo a média dos valores, na coorte de sujeitos antes da infusdo, para
cada proteina. Valores acima e abaixo da média foram considerados e comparados
estatisticamente com os valores da média da coorte de sujeitos antes das CTM para cada
molécula a ser analisada. Os dados obtidos foram tratados utilizando-se os testes de
Kolmogorov-Smirnov e o t-teste para analise de cada molécula entre os dois grupos.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism,
versdo 8.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA). Os resultados
estdo apresentados como média aritmetica e erro padrdo da média. Somente foram aceitas como

variacoes significativas aquelas em que o valor de p foi menor ou igual a 0,05.
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A andlise protedbmica comparativa das amostras do liquor coletadas antes da primeira

infusdo (I11) e 30 dias apds essa infusdo (12) das CTM identificou 220 proteinas desreguladas,

sendo que destas, 134 estavam diminuidas e 86 estavam aumentadas (Tabela 2).

Tabela 2. Proteinas desreguladas no liquor de doentes com ELA 30 dias ap6s infusdo de CTM

Proteina Simbolo Fold g-values
Alpha-2-macroglobulin A2M 1,07 0,064
Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTC1 1,33 0,085
Actin, cytoplasmic 2 ACTG1 1,25 0,085
Agrin AGRN 0,91 0,034
Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG 1,08 0,091
CD166 antigen ALCAM 0,87 0,076
Fructose-bisphosphate aldolase C ALDOC 0,89 0,030
Protein AMBP AMBP 1,12 0,026
Angiogenin ANG 0,89 0,030
Amyloid-like protein 1 APLP1 0,93 0,034
Amyloid-like protein 2 APLP2 0,86 0,039
Apolipoprotein A- APOA1 1,18 0,026
Apolipoprotein A-11 APOA2 1,16 0,034
Apolipoprotein A-1V APOA4 1,12 0,078
Apolipoprotein B-100 APOB 2,25 0,039
Apolipoprotein E APOE 0,92 0,026
Apolipoprotein L1 APOL1 1,18 0,052
Apolipoprotein M APOM 1,25 0,018
Amyloid beta A4 protein APP 0,82 0,018
N-acetyllactosaminide beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 2 B3GNT2 0,55 0,097
Beta-1,4-glucuronyltransferase 1 B4GAT1 0,88 0,018
Brevican core protein BCAN 0,86 0,013
Complement C1qg subcomponent subunit A C1QA 1,16 0,048
Complement C1qg subcomponent subunit B C1QB 1,25 0,013
Complement C1qg subcomponent subunit C C1QC 1,22 0,026
Complement C1r subcomponent C1R 1,16 0,026
Complement C1r subcomponent-like protein C1RL 1,22 0,007
Complement C1s subcomponent C1s 1,14 0,013
Complement C2 C2 1,08 0,075
Complement C3 C3 1,10 0,026
Complement C4-A C4A 1,12 0,076
C4b-binding protein alpha chain C4ABPA 1,69 0,026
Neuropeptide-like protein C4orf48 C4orf48 0,90 0,052
Complement C5 C5 1,14 0,020
Complement component C6 C6 1,18 0,010
Complement component C8 alpha chain C8A 1,10 0,026
Complement component C8 beta chain C8B 1,12 0,031
Complement component C9 C9 1,10 0,076
Carbonic anhydrase 1 CA1l 29,56 0,007
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-1 CACNA2D1 0,91 0,018
Cell adhesion molecule 1 CADM1 0,89 0,020
Cell adhesion molecule 2 CADM2 0,87 0,017
Cell adhesion molecule 3 CADM3 0,88 0,008
Calreticulin CALR 0,92 0,034
Cerebellin-1 CBLN1 0,58 0,053



Cerebellin-3

Monocyte differentiation antigen CD14
Complement decay-accelerating factor
CD59 glycoprotein

CD5 antigen-like

Cadherin-10

Cadherin-13

Complement factor B

Complement factor D

Complement factor H

Complement factor |

Cofilin-1

Secretogranin-1

Chitinase-3-like protein 1

Neural cell adhesion molecule L1-like protein
Calsyntenin-1

Calsyntenin-3

Beta-Ala-His dipeptidase

Ciliary neurotrophic factor receptor subunit alpha
Contactin-2

Contactin-associated protein-like 4
Collagen alpha-1(l) chain

Collagen alpha-2(l) chain

Collagen alpha-1(I11) chain

Collagen alpha-1(VI) chain
Carboxypeptidase B2
Carboxypeptidase E
Carboxypeptidase Q

Cartilage acidic protein 1

Cystatin-C

Cathepsin D

Protein CutA

Stromal cell-derived factor 1

C-X-C motif chemokine 16

Decorin

Delta and Notch-like epidermal growth factor-related receptor
Extracellular matrix protein 1
Endothelin-3

Gamma-enolase

Ectonucleotide pyrophosphatase
Ephrin type-A receptor 4

Ephrin type-A receptor 5

Coagulation factor XII

Prothrombin

Coagulation factor V

Protein lifeguard 2

Protein FAM3C

Protocadherin Fat 2

Fibulin-5

Fetuin-B

Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain

Fibroblast growth factor receptor 2
Fibrinogen gamma chain

Fibroleukin

Folate receptor beta

Follistatin-related protein 4

Plasma alpha-L-fucosidase
Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2
Vitamin D-binding protein

CBLN3
CD14
CD55
CD59
CD5L
CDH10
CDH13
CFB
CFD
CFH
CFI
CFL1
CHGB
CHI3L1
CHL1
CLSTN1
CLSTN3
CNDP1
CNTFR
CNTN2
CNTNAP4
COL1A1l
COL1A2
COL3A1
COL6A1
CPB2
CPE
CPQ
CRTAC1
CST3
CTSD
CUTA
CXCL12
CXCL16
DCN
DNER
ECM1
EDN3
ENO2
ENPP2
EPHA4
EPHAS
F12

F2

F5
FAIM2
FAM3C
FAT2
FBLN5
FETUB
FGA
FGB
FGFR2
FGG
FGL2
FOLR2
FSTL4
FUCA2
GALNT2
GC

0,86
1,13
0,85
0,87
1,55
074
0,92
1,12
1,07
1,10
1,12
0,42
0,91
0,84
0,93
0,82
0,80
0,93
0,83
0,87
0,77
1,48
1,53
1,48
0,91
1,16
0,83
0,85
0,94
0,93
0,89
0,84
1,40
0,84
0,90
0,82
0,95
0,85
0,84
0,90
0,89
0,62
1,07
1,11
0,89
0,87
0,91
0,80
0,93
1,11
1,35
1,22
0,85
1,24
1,41
1,44
0,80
0,88
1,20
1,07

0,087
0,073
0,043
0,027
0,025
0,018
0,069
0,030
0,075
0,028
0,018
0,048
0,048
0,030
0,048
0,006
0,015
0,076
0,026
0,013
0,037
0,000
0,003
0,003
0,032
0,026
0,020
0,026
0,059
0,076
0,023
0,095
0,007
0,026
0,094
0,018
0,086
0,026
0,031
0,026
0,026
0,026
0,070
0,006
0,012
0,074
0,026
0,052
0,060
0,072
0,006
0,037
0,017
0,027
0,018
0,026
0,073
0,048
0,078
0,074
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Rab GDP dissociation inhibitor alpha

Glypican-1

Glutamate receptor 4

Hyaluronan-binding protein 2

Protein HEG homolog 1

Beta-hexosaminidase subunit alpha
Haptoglobin-related protein

Histidine-rich glycoprotein

Serine protease HTRA1

Iduronate 2-sulfatase

Insulin-like growth factor Il

Insulin-like growth factor-binding protein complex acid labile subunit
Insulin-like growth factor-binding protein 2
Insulin-like growth factor-binding protein 7

Ig alpha-1 chain C region

Ig alpha-2 chain C region

Ig mu chain C region

Immunoglobulin J chain

Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5

Inositol monophosphatase 3

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H5
Kallikrein-6

Kininogen-1

Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase

Plastin-2

Galectin-1

Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1
Leucine-rich repeat-containing protein 4B

Limbic system-associated membrane protein
Latent-transforming growth factor beta-binding protein 2
Latent-transforming growth factor beta-binding protein 4
Lumican

Lymphatic vessel endothelial hyaluronic acid receptor 1
Lysozyme C

Cell surface glycoprotein MUC18

Multiple epidermal growth factor-like domains protein 8
72 kDa type IV collagenase

Moesin

Neural cell adhesion molecule 1

Neurocan core protein

Neuronal growth regulator 1

Protein kinase C-binding protein NELL2

Neogenin

Neurofascin

Nidogen-1

C-type natriuretic peptide

Neuronal pentraxin-1

Neuronal pentraxin receptor

Neuronal cell adhesion molecule

Neuritin

Neurexin-1

Neurexin-2

Neurexin-3

Neurotrimin

Oligodendrocyte-myelin glycoprotein
Opioid-binding protein/cell adhesion molecule

GDI1
GPC1
GRIA4
HABP2
HEG1
HEXA
HPR
HRG
HTRA1
IDS
IGF2
IGFALS
IGFBP2
IGFBP7
IGHAL
IGHA2
IGHM
1GJ
IGLL5
IMPAD1
ITIH1
ITIH2
ITIH4
ITIH5
KLK6
KNG1
LAMP2
LCAT
LCP1
LGALS1
LRP1
LRRC4B
LSAMP
LTBP2
LTBP4
LUM
LYVE1L
LYZ
MCAM
MEGF8
MMP2
MSN
NCAM1
NCAN
NEGR1
NELL2
NEO1
NFASC
NID1
NPPC
NPTX1
NPTXR
NRCAM
NRN1
NRXN1
NRXN2
NRXN3
NTM
OMG
OPCML

2,46
0,81
0,86
1,20
0,86
0,81
1,31
1,13
0,85
0,83
0,90
1,17
1,06
0,88
1,09
1,16
1,57
1,28
1,38
0,88
1,19
1,21
1,14
0,87
0,87
1,07
0,83
0,87
1,27
1,15
0,87
0,91
0,92
1,13
0,85
1,08
0,82
1,35
0,89
0,88
1,10
6,99
0,94
0,92
0,84
0,90
0,92
0,90
1,23
0,80
0,84
0,88
0,89
0,91
0,85
0,88
0,89
0,90
0,87
0,87

0,045
0,020
0,073
0,026
0,079
0,026
0,026
0,026
0,013
0,025
0,062
0,048
0,082
0,018
0,030
0,038
0,006
0,043
0,032
0,079
0,017
0,007
0,007
0,051
0,028
0,093
0,086
0,026
0,013
0,094
0,032
0,074
0,039
0,045
0,025
0,073
0,051
0,007
0,020
0,018
0,018
0,017
0,048
0,041
0,003
0,013
0,031
0,053
0,008
0,034
0,026
0,026
0,011
0,089
0,013
0,026
0,026
0,044
0,013
0,039
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Alpha-1-acid glycoprotein 1

Protocadherin-9

Procollagen C-endopeptidase enhancer 1
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Phosphatidylethanolamine-binding protein 4
Profilin-1

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
Phospholipase D3

Plasminogen

Plexin-B2

Protein O-linked-mannose beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase 1
Serum paraoxonase/arylesterase 1
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Lysosomal Pro-X carboxypeptidase
Proline-rich transmembrane protein 3
Prosaposin

Prostaglandin-H2 D-isomerase
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase gamma
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta
Nectin-1

Dihydropteridine reductase

Retinoic acid receptor responder protein 2
Reelin

RGM domain family member B
Ribonuclease pancreatic

Reticulon-4 receptor

Reticulon-4 receptor-like 2

Serum amyloid A-4 protein

Secretogranin-2

Secretogranin-3

Semaphorin-7A

Kallistatin

Corticosteroid-binding globulin
Antithrombin-111

Alpha-2-antiplasmin

Plasma protease C1 inhibitor

Neuroserpin

Seizure protein 6 homolog

Seizure 6-like protein

Seizure 6-like protein 2

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1
Superoxide dismutase [Cu-Zn]

SPARC

SPARC-like protein 1

Testican-1

Spondin-1

Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3
Thy-1 membrane glycoprotein
Metalloproteinase inhibitor 1
Transmembrane protein 132A
Tripeptidyl-peptidase 1

Transthyretin

Vitronectin

WAP four-disulfide core domain protein 1
Kunitz and NTR domain-containing protein 2

ORM1
PCDH9
PCOLCE
PEBP1
PEBP4
PFN1
PGLYRP2
PLD3
PLG
PLXNB2
POMGNT1
PON1
PPIA
PRCP
PRRT3
PSAP
PTGDS
PTPRG
PTPRZ1
PVRL1
QDPR
RARRES2
RELN
RGMB
RNASE1
RTN4R
RTN4RL2
SAA4
SCG2
SCG3
SEMA7A
SERPINA4
SERPINA6
SERPINC1
SERPINF2
SERPING1
SERPINI1
SEZ6
SEZ6L
SEZ6L2
SIRPA
soD1
SPARC
SPARCL1
SPOCK1
SPON1
TGFBI
THY1
TIMP1
TMEM132A
TPP1

TTR

VTN
WFDC1
WFIKKN2

1,12
0,83
1,06
0,90
0,90
1,61
1,10
0,78
1,09
0,90
0,77
1,17
1,30
0,86
0,90
0,94
0,92
0,83
0,90
0,89
0,85
0,87
0,82
0,86
0,88
0,81
0,85
1,16
0,93
0,91
0,83
0,71
1,15
1,10
1,12
1,08
0,76
0,90
0,90
0,89
0,85
0,89
0,84
0,91
0,85
0,88
1,20
0,90
1,32
0,87
0,76
0,90
1,11
0,84
0,86

0,051
0,018
0,057
0,026
0,040
0,030
0,026
0,036
0,034
0,037
0,003
0,020
0,039
0,026
0,073
0,069
0,048
0,017
0,026
0,095
0,025
0,013
0,026
0,026
0,025
0,027
0,050
0,038
0,076
0,027
0,028
0,095
0,078
0,020
0,018
0,026
0,048
0,048
0,080
0,028
0,087
0,036
0,020
0,026
0,026
0,026
0,013
0,076
0,013
0,030
0,007
0,056
0,031
0,094
0,019
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Duzentas e vinte proteinas desreguladas [n=86 (fold >1,0) reguladas positivamente e n=134 (folds <1,0) reguladas
negativamente] foram identificadas no liquor de doentes com Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA), 30 dias ap6s
infusdo intratecal de células-tronco (CTM) em comparagdo com o liquor coletado antes da infusdo das CTM. O
fold refere-se a média das intensidades do LFQ do liquor 30 dias apds a infusdo de CTM pela média das

intensidades do LFQ do liquor antes da infusdo (n = 24).
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4.2.  Modelagem dos Mecanismos Moleculares Possivelmente Modificados pelas CTM
As andlises enriquecidas das 220 proteinas desreguladas identificaram as vias do
KEEG e categorias dos Processos Bioldgicos, Componentes Celulares e Funcées Moleculares

identificadas pelo DAVID e estdo descritas nas Tabelas 3 a 6, respectivamente.

Tabela 3. Vias de sinalizagdo apontadas pelo KEEG

K ID Vias de Sinalizacao (Categorias) N

K1 hsa04610 Complemento e cascata de coagulagédo 33

K2 hsa05150 Infeccdo por Staphylococcus aureus 15

K3 hsa05133 Pertussis 13

K4 hsa05322 LUpus Eritematoso Sistémico 13

K5 hsa04514 Moléculas de adesao celular (CAMs) 13

K6 hsa05020 Doenca pribnica 10

K7 hsa04512 Interacéo entre MEC e receptor 7
Proteinas das Vias de Sinalizacio
A2M® C21234 C9t49 CFH®.2) CPB2®  LRRC4B® NRXN26)
ALCAM® C3(234) CADM1® CFI®2 F12® PLG®2 NRXN3®
AGNR® C4AL234 CADM3®  CFL1® F2® NCAM168) RELN®
C1QA(12346)  C4BPARY CD14® CNTN2® F5® NEGR1® SERPINC1®
C1QB®:2346)  C5(1.2346) CD55M COL1A1(™ FGAW NEO1® SERPINF2®
C1QCct2348  Cp46) CD59® COL1A2™ FGBW®W NFASC® SERPING1¢3)
C1R(®234) C8A(L49) CFB®2 COL3A1(™ FGG®2 NRCAM®) SOD1®
C1s8t234 Cc8B(46) CFD(2 COL6A1M KNG1®  NRXN1® VTN®

Vias de sinalizacdo (K) apontadas pelo KEGG a partir das 220 proteinas (estringéncia de 0,01). O KEEG apontou
as vias mais importantes (Categorias) mais relevantes, a identidade (ID) e o nimero de moléculas (N) presentes
em cada uma dessas vias. As moléculas apontadas pelo KEGG estdo apresentadas na parte inferior da tabela e as
vias nas quais essas moléculas apareceram estdo mencionadas nos niimeros sobrescritos entre parénteses.



Tabela 4. Processos Biologicos
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PB GO Categorias N
PB1 GO0:0007155 adesdo celular 34
PB2 GO0:0002576 degranulacéo plaquetéaria 28
PB3 G0:0010951 regulacéo negativa da atividade da endopeptidase 27
PB4 G0:0006508 protedlise 27
PB5 G0:0045087 resposta imune inata 25
PB6 G0:0006958 ativacdo do complemento, via cléssica 22
PB7 G0:0030198 organizagdo da matriz extracelular 19
PB8 G0:0006898 endocitose mediada por receptores 18
PB9 G0:0030449 regulacéo da ativacdo do complemento 15
PB10 G0:0006956 ativacdo do complemento 15
PB11 GO0:0044267 processo metabdlico da proteina celular 14
PB12 GO0:0007411 orientagdo do axdnio 13
PB13 G0:0001523 processo metabdlico retindide 11
PB14 GO:0007417 desenvolvimento do sistema nervoso central 11
PB15 G0:0042730 fibrindlise 10
PB16 G0:0042157 processo metabdlico de lipoproteinas 9
PB17 G0:0008203 processo metabdlico do colesterol 9
PB18 G0:0022617 desmontagem da matriz extracelular 9
PB19 G0:0001558 regulacéo do crescimentom celular 9
PB20 GO0:0006957 ativacdo do complemento, via alternativa 8
PB21 G0:0042158 processo biossintético de lipoproteinas 6
PB22 G0:0034375 remodelacéo de particulas de lipoproteina de alta densidade 6
PB23 GO0:0007597 coagulacdo sanguinea, via intrinseca 6
PB24 GO0:0043691 reverse cholesterol transport 6
PB25 G0:0019835 citélise 6
PB26 G0:0034380 montagem de particulas de lipoproteina de alta densidade 5
PB27 G0:0051918 regulacdo negativa da fibrinélise 5
Proteinas apresentadas nos Processos Biol6gicos
A2M@31823) C1R®S6.10 CHL1G? F2BI52820 | TIH5@3) NRCAM1®  SPON1®
ALCAM® CIRL®59 CLSTN1®19  F5@4 IGHAL669 NTM® SERPINA4®Y
AMBP(38 C1515619 CLSTN3(®  F126:111529)  |GHA206®) NID1(1®) SERPINF2(?3152)
APLP1® C2(456910) CNDP1® FAM3C @ IGHME® NFASC®? SERPING1(23561529)
APLP2% C3(84691020) CNTN2(1219  FGARSTIIS)  |GLL5GS NRXN1¢2 SoD1®
APP(1‘2‘3‘5’7‘11’17) C4A(3’4‘5‘6’9‘10) COLlAl(l? FGB(2‘5‘7’15) |GFBP2(11,19) NRXNs(lZ) SPARC(2‘7‘8)
APQA](211.18161721.222426)  CABPAEGSS) COL1A2™ FGG®719 KNG1¢32) OMG® SERPINAG®
APQA2(1316:17.21,2224.26) (5368102029 cOL3ALM FETUB® KLK6®¥ ORM1® SERPINC1®
APOAY(1113.161721222426)  C§6691029  COLBALLD  FGL2® LSAMP® OPCML® SERPINI1G
AHSG(2,3) C8A(S,9,10,20,25) CPBZ(4,15,27) FB LN5(7,19) LAMPZ(Z) PV PLG(2’4’11’15‘18‘27) TGFB |(1,7‘11)
ANG® C8B09102029)  CTSD® FOLR2® LYVEL® PEBP1® THY1®
APOL1(5'8'16‘17‘25) C9(6,9‘20) CPQ(A) GPC1(12,13) LYz(lLZS) PSAP(Z) T|MP1(2’3‘1B)
AGNR®) CALR® CNTNAP4®  HABP2(Y  LRP16G1319 PCOLCE® TPP1(19
APOB(8,13,16,17,21) CDH13(1) CXCL12(1,12) HRG(2,3,15,27) LCAT(16,17,21,22,24) PRCP(4,23) TTR(7’11‘13)
APQE®13.1617.21,22.24) CD1469 CXCL16® HTRA1*1819) | CP14® PGLYRP2® VTN®3789)
APOM(3.162224.20) CD55669 CST3MW HPR® LUM® PTPRZ10% WFDC16
B4GAT1%? CD5L®) DCN(18) IGFALS®) L TBP41®) PON1®7 WFIKKN2®
BAGAT2( CD59® DNER®¥ IGFBP7419  MCAM® RELN(®41219)
BCANG71419 CFB“S1020  EPHA4D IGF2(-1D MMP2(411.18) RGMB®
C1QA®5610 CFD@41020) EPHA5(? ITIH4@® NCAM1¢12 RARRES2?%)
C1QB®5610 CF1(45689) ECM1® ITIH1®Y NCAN®719 SIRPA®
C1QC“56.10 CFH(®10.20) ENPP2® ITIH2?Y NEQ1%-12) SPOCK1®:%19

Processos Biologicos (Ghatak et al.) apontados pelo GO a partir das 220 proteinas (estringéncia de 0,00001). O
GO apontou as Categorias, o termo (GO) e o nimero de moléculas (N) presentes em cada uma dessas categorias.
As moléculas apontadas pelo GO estdo apresentadas na parte inferior da tabela e as categorias nas quais essas

moléculas apareceram estdo mencionadas nos nimeros sobrescritos entre parénteses.



Tabela 5. Componentes Celulares
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CC GO Categorias N
CC1 GO0:0070062  exossoma extracelular 146
CcC2 GO0:0005615  espaco extracelular 111
CC3 GO0:0005576  regido extracelular 111
CC4 G0:0005886  membrana de plasma 83
CC5 G0:0072562  microparticula de sangue 46
CC6 G0:0031012  matriz extracelular 29
CC7 G0:0009986  superficie celular 26
CCs8 GO0:0005578  matriz extracelular proteica 23
CC9 GO0:0009897  lado externo da membrana plasmatica 19
CC10 GO0:0031093  Iumen de granulo alfa de plaquetas 17
CC11 G0:0043025  corpo celular neuronal 17
CC12 GO0:0031225  componente ancorado da membrana 15
CC13 G0:0043202  lumen lisossomal 13
CC14 GO0:0034364  particula de lipoproteina de alta densidade 9
CC15 GO0:0034361  particula de lipoproteina de densidade muito baixa 7
CC16 GO0:0005579  complexo de atague a membrana 5
CC17 G0:0034366  particula esférica de lipoproteina de alta densidade 5
CC18 GO0:0005577  complexo de fibrinogénio 5
Proteinas representadas nos Componentes Celulares
A2ME3510 C1s(39 CFH®239) EDN3?3 HEXA®1) Lyz(23 PLD3® SPARCL14:29
ACTC1®:29) Cc2t29) CFI®:23) ENO2(-24 HPR:35.17) LRP141Y) PLG®5710 SCG2®@
ACTG1(42456) c3t9 CFL1¢:29 ENPP2@4 HRG®35.19 MEGF8® PLXNB27 SEMA7AR4912
AGRN(346.19 C4AES1Y CHI3L1¢29 EPHA4“D HEXA®L1) MSN(®:245) PON1@51417) SPARC®47:8.10)
AHSG(1‘2’3’5’6’10) C4BPA(Z'3‘4‘5) CHL].(I‘A'S) EPHA5(4,9,11) HPR(1,3,5,17) MMP2(2,3,4,6,8) PPlA(l,Z,S) SEZG(l,A,ll)
ALCAM®91D) C5t2319) CLSTN1®? F12(4234) HRG®3510 MCAM@49) PRCP®4 SPOCK1@®
ALDOC® C40RF484) CLSTN3®D F2(1:2349) HEXA®) NCAM1E47912)  pgAp(23.13) SPON168)
AMBPESD) C6t319 COL1A1@3 F5(234.10 HPR(-351D NEGR1(t412) PTGDS®23 SCG3®
ANG@-2311) C8A1235.10) COL1A2(368  FAM3CEd HRG®3519 NFASC®4 PTPRG(*2 SEZ6L1Y
APLP1® C8B1:2319) COL3A1239  FAT204 HEXA®L1) NID1¢39 PCDH9® SEZ6L2¢1Y
APLP2(L4 Cy34510) COL6ALU38  FBLN5(12368)  HpR(3517) NPPC?3 PTPRZ1® TGFBI(-48)
APOAL(S7141517) - cA1M cpB2t2) FETUB®23 HRG®35.19 NRN1?412) QDPR® THY1¢49
APOA2(135141511 - CACNA2D144  CPE®241) FGARS791018)  HEXAWLY NCANG213) RNASE1® TIMP1(-3810
APOA4(-3571415)  CADM1M4 CHGB® FGB(-57:91018)  HpR(3517) NELL2® RTN4R(47:11.12) TMEM132A®
APOB41L15) CADM2 CNDP1® FGFR2G48D  HRGX#510 NRCAMEG49) RTN4RL2(79) TPP1L1Y
APOEXo.1L1415) — CA| RU-369) CPQ®2 FGL2(19) HEXA®1) NEO1® RELN@4® TTR®?)
APOM(31418170  CBLN3® CRTAC1¢® FUCA24-2 HPR(-351D NRXN1¢71D) RARRES2(:39) VTNE358
APP(1‘2’3’4’7’10) CD14(1‘2‘3‘4) CSTB(LZ’S’M) FGG(1’5'7‘9‘10’18) HRG(1,3-5,10) NRXN2(4) RGMB(A) WFDCl(2)
APQL1(3351419) CBLN1® CTSD®:23613) FOLR2G7 LAMP2(1:2:413) NTM®12) SAA4(L2314 WFIKKN2®)
B3GNT2® CD55W34712  CUTA® FSTL4® LAMP®12 OPCML®# SERPINA4®23)
B4GAT1® CD59(247 CXCL12(4239 GALNT2®W LCAT®:2314 ORM1-3510) SERPINAG(2
BCANG81213) CADM3® CXCL16@?39  GCt23513 LCP1:29 OMG“12) SERPINC1(9
C1QA®d CD5L1:239) CNTFR“12 GPC1(381213 | GALS142878  PCOLCE®29 SERPINF2(135710.18)
C1QB*39 CDH10® CNTN2¢71112)  GRIA4® LTBP2(1:268) PEBP1® SERPING1¢:23510)
C1QC®-239) CDH13(1:24812  DCN@3619 HEXAL1 LTBP4(2368) PEBP4® SERPINI1¢-2
ClR(l,S,S) CFB(LZ,S,A,S) DNER(4,11) HPR(1,3.5.17) LUM(1,2,3,6,B,13) PFNl(l,S) S|RPA(1,4)
CIRLE? CFD(2310) ECM1(:2368)  HRG(3510) LYVE1¢4 PGLYRP2® SOD1(:2346.1)

Componentes celulares (CC) apontados pelo GO a partir das 220 proteinas (estringéncia de 0,00001). A analise
apontou as Categorias, o termo (GO) e o nimero de moléculas (N) presentes em cada uma dessas categorias. As
moléculas apontadas pelo GO estdo apresentadas na parte inferior da tabela e as categorias nas quais essas
moléculas apareceram estdo mencionadas nos nimeros sobrescritos entre parénteses.
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Tabela 6. Fungdes Moleculares

FM GO Categorias N
FM1 G0:0005509 ligacdo de ions de calcio 33
FM2 G0:0005102 ligacdo ao receptor 26
FM3 G0:0004252 atividade de endopeptidase do tipo serina 23
FM4 G0:0004867 atividade do inibidor da endopeptidase do tipo serina 19
FM5 G0:0008201 ligacdo de heparina 14
FM6 G0:0050839 ligacdo da molécula de adesdo celular 11

FM7 G0:0004866 atividade inibidora da endopeptidase 9
FM8 G0:0005518 ligacdo de colageno 8
FM9 G0:0004869 atividade do inibidor da endopeptidase do tipo cisteina 6
FM10 GO0:0017127 atividade transportadora de colesterol 5
FM11 G0:0005319 atividade transportadora de lipidios 5
FM12 G0:0060228 atividade do ativador de fosfatidilcolina-esterol O-aciltransferase 5

Proteinas representadas nas Fungdes Moleculares

A2ME@AD C1R®2 CADM3@® EDN3® IGFBP2@ LCP1® NRXN2® SERPINC1#%
AGRN® C1QA® CDH10® FAT2® ITIH1®S LRP1® NRXN3® SERPINF247
AHSG9 Cc1QB® CDH13® FBLN5® ITIH24D LTBP2® NID1® SERPING1®
ALCAM® €c1Qc® CFB® FSTL4W ITIH4® LTBP4® PCDH9® SERPINI1®
AMBP® C1RL® CFH® FGA®Z® ITIH5® LRRC4B® PCOLCE®® TPP1®
ANGE Cc1s®2 CLSTN1® FGB®Z9 ITIH44D LTBP2® PFN1@ TGFBI®
APLP1® c20 CLSTN3® FGG2® ITIH5® LUM® PLG®? VTNE®
APLP2¢49 C3@37 CNTFR® FGFR2® ITIH4®D MEGF8® PEBP1® WFDC1®
APOB®:10.11) C4ABD CPE® FETUB® ITIH5® MSN@9 PON1® WFIKKN2®
APOE®101112) C5@D CRTAC1® F5@ KNG1@59 MMP2® RARRES2@

APP@45) CALR® CXCL12®@ HABP2®2) KLK6® NCAN® SPARC*®

APOA11012) CADM1@® CTSD® HEG1® KNG1@59 NELL2® SPARCL13®

APOA2(10.1L12) CADM2@9 CST3(9 HRG2459) KLK6® NID1® SPOCK1(49

APOM®D CFD® DNER® HPR® KNG1@59 NRXN129) SERPINA4®

APOA4101L12) CFI® DCN® HTRA1® KLK6® NPPC® SERPINAG®

Funcdes Moleculares apontadas pelo GO a partir das 220 proteinas (estringéncia de 0,0001). A analise apontou
as Categorias, o termo (GO) e o numero de moléculas (N) presentes em cada uma dessas categorias. As
moléculas apontadas pelo GO estdo apresentadas na parte inferior da tabela e as categorias nas quais essas
moléculas apareceram estdo mencionadas nos nimeros sobrescritos entre parénteses. As moléculas de primeira
grandeza e primeira grandeza depuradas estéo indicadas em amarelo e verde, respectivamente (ver analise
adiante).

42.1. ldentificagdo de Alvos Moleculares a Partir de Redes de Interacdo Proteina-
proteina

As 220 proteinas foram inseridas no Cytoscape para analise de redes e de interac6es
fisicas (Figura 2). Os valores de betweenness e degree das 50 moléculas com maiores notas

estdo representadas na tabela 7.
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Figura 2. llustracdo da rede de interacdo entre as 220 proteinas desreguladas na protedmica. Linhas de interagdes
fisicas (vermelho) e de vias (azul). A rede foi criada a partir do programa Cytoscape 3.5.7. Os circulos em preto
representam as 220 moléculas incluidas na anlise e os circulos cinza foram inseridos durante a construgdo da rede
para estabelecer as conexdes.



Tabela 7. Moléculas da rede de interagdes ranqueadas pelos seus betweenness e degree

Betweenees Degree
N Proteinas Nota N Proteina Nota N Proteina Nota N Proteina  Nota
1 APP* 6.434 26 ACTG1l 516 1 APP* 28 26 IGF2 10
2 NCAM1* 2147 27 C4A 478 2 PLG 21 27 KNG1 10
3 C3 2.078 28 PPIA 432 3 C3 20 28 APOA2 9
4 APOAl1* 1936 29 SOD1 401 4 APOAl1* 18 29 C6 9
5 FGFR2 1641 30 LGALS1 370 5 FGA 18 30 CFL1 9
6 CNTN2 1632 31 VIN 335 6 C1QA 17 31 CPB2 9
7 PLG 1586 32 C6 333 7 C5 17 32 APOB* 8
8 A2M* 1.359 33 CI10QA 321 8 F2 16 33 C8B 8
9 MMP2* 1.161 34 PVRL1 313 9 A2M* 15 34 CALR 8
10 AGRN 1.049 35 GC 302 10 ACTG1 15 35 DCN 8
11 COL1A2 980 36 C5 291 11 FGB 15 36 SOD1 8
12 NTM 838 37 FGB 284 12 FGG 15 37 CFB 7
13 ACTC1 775 38 AHSG 282 13 C4A 14 38 F12 7
14 LRP1 760 39 CXCL16 282 14 COL1A2 14 39 KLK6 7
15 MSN 721 40 GDI1 282 15 APOE* 13 40 LRP1 7
16 DCN 666 41 FGA 265 16 COL1A1 13 41 SERPING1 7
17 CFL1 645 42 KLK6 218 17 MMP2* 13 42 COL3A1 6
18 IGF2 640 43 CPB2 152 18 ACTC1 12 43 HRG 6
19 CALR 587 44 CFB 151 19 CiQB 12 44 MSN 6
20 CD55 562 45 Cl1QC 138 20 CIR 12 45 SERPINF2 6
21 F2 550 46 NRCAM 137 21 ClQcC 11 46 SPARC* 6
22 APOE* 546 47  SERPING1132 22 C1S 11 47 VTN 6
23 CTSD 541 48 COL1A1 130 23 C2 11 48 CD59 5
24 KNG1 541 49 F12 128 24 C8A 11 49 CFH 5
25 C9 535 50 SERPINF2 117 25 C9 10 50 CNTN2 5

Moléculas evidenciadas nas redes de interacGes fisicas e de vias de sinalizacdo. Lista das 50 moléculas com
os valores mais elevados de betweenness e degree. As moléculas de primeira grandeza depuradas estdo
indicadas em verde. As moléculas indicadas com asterisco (*) foram realcadas no estudo e sua concentragao
foi analisada em pg/ml, utilizando a técnica do Luminex®.
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43.  Modelagem Global para Apontamentos Adicionais de Moléculas e Mecanismos
Envolvidos no Tratamento com as CTM

A ferramenta do Diagrama de Venn foi utilizada na visualizacdo das sobreposic6es
das moléculas nas categorias do KEGG e do Gene Onthology (GO) (Quadro 1).

A andlise do diagrama de Venn entre as categorias de cada grupo (KEEG, Processos
Bioldgicos, Componente Celular e Fungdo Molecular), que considerou o nimero de
moléculas que se repetiram nessas categorias apenas dentro de seu respectivo grupo,
apresentou dois conjuntos que se sobressairam em relacdo aos outros (devido a sua presenca
nas categorias elencadas como as mais importantes): um conjunto de moléculas de primeira
grandeza e um conjunto de moléculas de segunda grandeza descritos no Quadro 1.

Em relacdo a andlise do diagrama de Venn que comparou todas as moléculas das
quatro categorias (KEGG e GO), notou-se que A2M, AGRN, ALCAM, C1QA, C1QB, C1R,
C1S, C2, C3, C4A, C5, CFB, CFD, CFH, CFI, CIQC, F12, F2, F5, FGA, FGB, FGG, KNG1,
NRXNL1, PLG, SERPINC1, SERPINF2, SERPING1 e VTN constituem um elo molecular
entre as categorias (Tabela 8). A analise demonstrou também quatro possibilidades de
associaces entre trés vertentes, e trés possibilidades de associagdes entre duas vertentes, e as

moléculas que fazem parte dessas associa¢fes (Tabela 8).



CATEGORIAS de 1*

Moléculas de 1* Grandeza

Moléculas de 1* Grandeza

CATEGORIAS de 2*

Moléculas de 2* Grandeza

Moléculas de 2* Grandeza

Grandeza depuradas Grandeza depuradas
K3 (44,4%) CD14,C1QA, C1QB, C1QC, CIR, C1S, C2,
3 )
C3, C4A, C4BPA, C5, SERPING1
C1Q4, C1QB, C1QC, CIR, C18, €2, C3,C44, C5, €1Q4. C1QB, C1QC, CIR, CI3,
Ao 3 PSR RS 7S R R 7 | €2, €3, C44, €5, C6, C8A, CSB, C1QA, C1QB, C1QC, CIR, C18, C2,
KEGG K1(66,6%) C6, C84, CSB, C9, CABPA, CFB, CFD, CFH, CFI, Kd(44,4%) C1Q4, CIQB, €1QC, CIR, €18, €2, €3, 44, | C1Q4, C1QB. C1Q
FCC. PLC. SERPINC1 C9, CABPA,CFB, CFD, CFH, €5, C6, CSA, CSB, CO C3,C4A,C5
e - CFI,FGG, PLG, SERPING1
Ko(444%) C1QA, C1QB, (:JQV(:C,::‘?I,lcs,(:SA,csB,cu,
C1QA,C1QB, C1QC, CIR, CIRL, C1S, C2, C3, AMBP, APP, BCAN, CHLI, CLSTNI,
C4A, CEB, CFD, CFL CPB2, F2, F5, HABP2, CNTN2, COL1AL COL6AL, CXCL12,
PB4 (25,7% PB1(20%
(@25,7%) HTRALIGHAL IGHA2 MMP2, PLG, PRCP, (20%) HABP2, IGFALS, IGFBP7, NCAM1, NCAN,
RELN, TPP1 NEOL, RELN, SPOCK], TGFBL VIN
‘ugll’ Q"}f scc]; Q?gi{f;*éf?;;i gP’F?BQA’ A2M, AHSG, AMBP, APLP2, APP, C3, C44,
: T e e C5 HRG, ITIH4, KNG1, SERPIN A4,
PB2 (24.2%) FGG, HRG, IGF2, ITIH4, KNG1, PLG,RARRES2, PB3(21.4%)
SERPINF2, SERPING1, SERPINIL, SPOCK],
SERPINA4, SERPINF2, SERPING1, SPARC, TIMPL VIN. WEDC1 APP, C1Q4, C1QB, C1QC, CIR,
PB TIMPL C1QA, C1QB, C1QC, CIR, C18 WlAb VA CIRL, C18, C2, C4A,FGA, FGB,
IGHAL IGHA2, VIN
C1QA, C1QB, C1QC, CIR, CIRL, C18, C2,
PB620%) C3, C4A, C4BPA, C5, C6, C8A, CSB, C9,
0,
APOL1, APP,C1QA, C1QB, C1QC,CIR, CIRL, D SRR ICH‘;‘EI;{I;:“;Z]’ LB
PBS (228%) C15, C2, C4A, C4BPA, C6, C84, C8B, CD14, CD55,
CFI, F12,FGA,FGB, [GHAL IGHA2, IGHM,
LR, 2 TN E AGRN, APP, BCAN, COL1A1L, COLG6AL,
PB7(20%) DCN, FBLNS, FGA, FGB, FGG, IGFBP2,
NCAN, NID1, SPARC, TGFBL, TTR, VIN
AIM, ANG, APP, C3, C5,CADM1, CADM2,
A2M, AHSG, C3, C4A, C5, CST3, ITIH2,
EM 2(44%) CADM3,F2,FGA, FGB, FGG, HRG,KNG1, M SN, FM 7(24%) iy e
NRXN1,PLG ’
ANG, APLP2, APOB, APOE, APP, HRG, KNG1,
0 0,
FM 5(36%) e e FM 3(20%) CIR, C18, C3, C4A, F12, F2, HABP2, PLG
FM APP,HRG A2M, F2, HRG, KNG1, SPOCK]
FM 1(28%; B i FM 9(16%) AHSG, CST3, HRG, KNG, SPOCK1
(28%) NRXN1, SPARC, SPARCL], SPOCK1 5Q6%) I e ’
A2M, APLP2, APP, HRG,ITIH1, ITIH2, ITIH4,
EM 4(28%) FM10(16%) APOAL, APOA2, APOA4, APOB, APOE

SERPINC1, SERPINF2, SPOCK1
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CC1(73,3%)

A2M, ACTC1, ACTGI1, AGEN, AHSG, ALCAM, AMEP,
ANG, APLP2, APOAIL, APOA2, APOA4, AP OB, APOE,
APOM, APP, C1Q4, C1QB, C1QC, CIR, CIRL, C1S, C2,
C3, C44, €5, C6, C8A, CSB, €9, CACNA2ZD1, CADMI,
CALR, CD14, CD55, CD59, CDSL, CDH13, CFB, CFD, CFH,
CFI, CFL1, CHI3L1, CHL1, CLSTNI, CLSTN3, COLIAZ,
COL6A1, CPB2, CPE, CPQ, CRTACI, CST3, CTSD,
CXCL12, ECM1, EDN3, ENO2, F12,F2, FAM3C, FAT2,
FBLNS, FETUB, FGA, FGB, FGG, FGL2, FUCA2, GC, GPC1,
HABP2, HEXA, HPR, HRG, HTRAL IGF2,IGFALS,
IGFBP2, IGFBP7, IGHA1, IGH A2, IGHM, IGLLS, ITIHL,
ITIH2, ITIH4, KLK 6, KNG1,LAMP2, LCAT, LCP1,
LGALS], LTBP2, LTBP4, LUM,LYVE 1, LYZ, MSN,
NCAM1, NEGR1, NFASC, NID1, NPPC, OPCML, ORM],
PCOLCE, PFN1, PLG, PLXNB2, PON1, PPIA, PRCP, PSAP,
PTGDS, PTPRG, RARRE 52, RTN4R, RTN4RL2, SAA4,
SERPINA4, SERPINAG, SERPINC1, SERFINF2, SERPINGI,
SERPINI1, SIRPA, SOD1, SPARCLI, TGFBI, THY1, TIMPI,
TPP1, TTR, VIN

CC2(64,206)

ACTC1, ACTG1, AHSG, AMBP, ANG, APOAL APOA4,
APOB, APOE, APOLL APP, C1QC, CIRL, C2, C3, C44,
C4BPA, C5, C8A, CSB, CALR, CD14, CD59, CD5L, CDH13,
CFB, CFD, CFH, CFI, CFL1, CHIAL1, COL1AL COL1A2,
COL341, CPB2, CPE, CPQ, CST3, CTSD, CXCL12,
CXCL16, DCN, ECM1, EDN3, ENO2, ENPP2, F12, F2, F5,
FBLNS, FETUB, FGA, FGB, FGG, FUCA2, GC, GPCI,
HABP2, HTRAL IGF2, IGFALS, IGFBP2, IGFBP7, IGHAL,
IGHA2, IGHM, KLK6, KNG, LAMP2, LCAT, LCPI1,
LGALSL LTBP2, LTBP4, LUM, LYZ, MCAM, MMP2,
MSN, NPPC, NEN1, ORM 1, PCOLCE, PLG, PONI, PPIA,
PSAP, PTGDS, PTPRG, RELN, SAA4, SEMATA, SERPINAY,
SERPINAG, SERPINC1, SERPINF2, SERPING1, SERPINIL,
SEZ6, SOD1, SPARC, SPARCL1, SPOCK1, SPON1, TGFEI,
TIMPI, TTR, VIN

CC3(60,506)

A2M, AGRN, AHSG, AMBP, ANG, APOAI, APOA?,
APDA4, APOB, APOE, APOL1, APOM, APP, BCAN, C1QA,
C1QB, C1QC, CIR, C18, C2, C3, C4A, C4BPA, C5, C6,
CSA, CSB, €9, CALR, CD14, CD55, CDSL, CFB, CFD, CFH,
CFL, CNTNZ, COLIA1, COL1A2, COL3Al, COL6AL CST3,
CTSD, CXCL12, CXCL16, DCN, ECM 1, EDN3, ENPP2, F12,
F2, F5, FAMAC, FBLNS, FETUB, FGA, FGB, FGFR2, FGG,
FOLR2, GC, HABP2, HEG1, HPR, HRG, HTRAL IGF2,
IGFALS, IGFBP2, IGFBP7, IGHAL, IGHA2, ITIHI, ITIH2,
ITIH4, KLK6, KNG1, LCAT, LTBP4, LUM, LYZ, MMP2,
NCAN, NID1, NPPC, NRCAM, ORM 1, PLG, PONI, PPIA,
PSAP, PTGDS, RARRES2, SAA4, SEMATA, SERPINAY,
SERPINC1, SERPINE2, SERPINGI, SODI1, SPARC,
SPOCK 1, TGFBI, TIMP1 ,TTR, VIN

AHSG, AMBP, ANG, APOAL,
APOA4, APOB, APOE, APP,
C1QC, C2, €3, C4A, C5, C84A,
CSB, CALR, CD14, CDSL, CFB,
CFD, CFH, CFI, COL142, CST3,
CTSD, CXCL12, ECM1, EDN3,
F12,F2, FBLNS, FETUB, FGA,
FGB, FGG, GC, HABP2, HTRAL,
IGF2, IGFALS, IGFBP2, IGFBF7,
IGHAL IGHA?, KLK6,KNGI1,
LCAT, LTBP4, LUM, LYZ, NPPC,
ORM1, PLG, PON1, PPIA, PSAP,
PTGDS, SAA4, SERPINA4,
SERPINCI, SERPINF2,
SERPING1, SOD1, TGFEI,
TIMPL TTR, VIN

CC4(49,595)

ACTG1, AGRN, AMBP, APLP2, APOAL,
APOB, APOE, APP, C3, C4A, C4BPA, €9,
CACNA2D1, CADM 1, CD14, CD55, CDS9,

CDH13, CFB, CHL1, CNTER, CNTN2, CPE,
CXCL16, DNER, ENO2, ENPP2, EPHAA,
EPHAS, F12, F2, F5 FAT2, FGA, FGB,
FGFR2, FGG, GPC1, HRG, HTRAL IGF2,
IGHM,ITIH4, KNG1, LAMP2, LCP1, LRP1,
LSAMP, LYVEL, MCAM, MMP2, MSN,
NCAM1, NEGR1, NFASC, NRCAM, NRNI,
NRXNI1, NTM, OMG, OPCML, PLG, PRCP,
RELN, RTN4R, SEMA7A, SERPINCL,
,SEZ6, SEZ6L2, SIRPA, SOD1, SPARC,
TGFBL THY1

CC5(30,206)

AIM, ACTC1, ACTG1, AHSG, AMBP,
APOAL, APOA2, APOA4, APOE, APOLI,
C1QB, C1QC, CIR, C1S, C3, C44, C4BPA,
CSA, €9, CDSL, CFB, CFH, F2, FGA,FGB,
FGG, GC, HPR, HRG, IGHAL, IGHA2,
IGHM,IGLLS, ITIH1, ITIH2, ITIH4, KNGL,
MSN, ORM1, PEN1, PLG, PONI,
SERPINC1, SERPINF2, SERPINGI, VIN

CC6(20,1%)

ACTG1, AGRN, AHSG, APOE, CALR,
CFL1,COL1Al, COL1A2, COL3A1,
COL6A1, CTSD, DCN, ECM1, FBLNS,
FGFR2, HTRAI, IGFBP7, LGALSI, LTBP2,
LTBP4,LUM, MMP2, NID1, PCOLCE,
RARRES2, SOD1, SPON1, TGFBI, VIN

ACTG1, AHSG, AMBP, APOAL
APOA4, APOB, APOE, APOL1, APP,
C1QC, C3, C4A, C4BPA, C8A, CALR,

CD14, CD59, CDSL, CDH13, CFR,

CFH, CFL1, COL1Al, COL1A2,

COL3A1, CPE, CTSD, CXCLI6, DCN,
ECM1,ENO2, ENPP2, F12, F2, F5,
FBLNS, FGA, FGB, FGFR2, FGG, GC,
GPC1, HPR, HRG, HTRAL, IGF2,

IGFEP7, IGHAL IGHA2, IGHM,

ITIH1, ITIH2, ITIH4, KNG, LAMP?2,
LCP1, LGALS1, LTBP2, LTBP4, LUM,
MMP2, MSN, NID1, ORM1, PCOLCE,

PLG,PONI, RARRES?, SEMATA,
SERPINCI, SERPINF2, SERPINGI,
SOD1, SPARC, TGFBIL, VIN

CC7(20,1%)

AMBP, APOAL, APOA4, APP, CALR, CDS5,
CD59, CLSTN1, CLSTN3, CNTN2, EPHA4,
FGA, FGB, FGFR2,FGG, FOLR2, IGHM,
LGALS], NCAM1, NRXN1, PLG, PLXNB2,
RTN4R, RTN4RL2, SERPINF2, SPARC
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Resultados Globais das Vertentes

Moléculas 1* Grandeza

Moléculas de 1* Grandeza
depuradas

Moléculas 2* Grandeza

Moléculas identificadas em cada
uma das grandezas, excluindo as
moléculas das listas de 1% e 27
grandezas depuradas

A2M, ACTC1, ACTG1, AGRN, ALCAM,
APLP2, APOA2, APOL1, APOM, BCAN, CIRL,
CACNA2D1, CADM1, CADM2, CADMS3,
CD55, CD59, CDH13, CFL1, CHI3L1, CHL1,
CLSTH1, CLSTN3, CNTHN2, COL1A1, COL3A1,
COL6A1, CPB2, CPE, CPR, CRTAC1, CXCL16,
DCH, ENO2, ENPP2, F5, FAM3C, FAT2,
FGFR2, FGL2, FOLR2, FUCA2, GPC1, HEG1,
HEXA, HPR IGHM, IGLLS, ITIH1, ITIH2, ITIH4,
LAMP2, LCP1, LGALS1, LTBP2, LYYE1,
MCAM, MMP2, MSH, NCAMI1, NCAN,
NEGR1, NFASC, NID1, NRCAM , NRN1,
JOPCML, PCOLCE, PFN1, PLXNB2, PRCP,
PTPRG, RARRES2, RELN, RTN4R, RTN4RL2,
SEMATA, SERPINAG, SERPINI, SEZ6,
SIRPA, SPARC, SPARCL1, SPOCK1, SPON1,
THY1, TPP1

AHSG, AMBP, ANG, APOA1, APDA4,

APOB, APOE, APP, C1G@A, C1@B, C1QC,

CIR.C138, C2,C3, C4A C5,C6, CBA,
C8B, C9, CALR, CABPA, CD14, CD5L,
CFB, CFD, CFH, CFI, COL1A2, CST3,
CTSD, CXCL12, ECM1, EDN3, F12, F2,
FBLNS, FETUB, FGA, FGB, FGG, GC,
HABP2, HRG, HTRA1, IGF2.IGFALS,
IGFBP2, IGFBPT, IGHA1, IGHA2, KLK6,
KNG1, LCAT ,LTBP4, LUM, LYZ, NPPC,
ORM1, PLG, PON1, PPIA, PSAP,
PTGDS, SAA4, SERPINA4, SERPINC1,
SERPINF2, SERPING1, SOD1, TGFBI,
TIMP1, TTR.YTH

AGRN, APLP2, APOA2, BCAN,
C18, C6, C8B, C3, CACNA2D1,
CADM1, CD55, CFI, CLSTHN1,
CHL1, CLSTN3, CNTFR, CNTH2,
COL6A1, CST3, CXCL12, DNER,
EPHA4, EPHAS, FAT2, FOLR2,
HABP2, IGFALS, IGFBP2, IGLLS,
ITIH4, LRP1, LSAMP, LYYE1,
MCAM, NEGR1, NCAMI1, NCAN,
NEO1, NFASC .NRCAM, NRN1,
HRXHN1, NTM, OMG, OPCML,
PLXNB2, PRCP, RELN, RTN4R,
RTHN4RL2, SERPINAY,
SERPINF2, SERPINI1, SERPINC1,
SERPINF2, SEZ6, SEZ6L2,
SIRPA, SPON1, THY1, TIMP1,
TTR, WFDC1
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A2M, ACTG1, AHSG, AMBP, APOA1,
APOA4, APOB, APOE, APOL1, APP, C1GC,
C1@A, C1@B, CIR, CIRL, CS, C2, C3, C4A,

C4BPA, C5, C8A, CALR, CD14, CD53,
CD5L. CDH13, CFB, CFH, CFL1, COL1A1L,
COL1A2, COL3A1, CPE, CTSD, CXCL16,
DCH, ECM1, ENO2, ENPP2, F12, F2, F5,

FBLNS5, FGA, FGB, FGFR2, FGG, GC, GPC1,
PR. HRG, HTRA1, IGF2, IGFBPT, IGHA1,
IGHA2, IGHM, ITIH1, ITIH2, ITIH4, KNG1,
LAMP2, LCP1, LGALS1, LTBP2, LTBP4,

LUM, MMP2, MSHN, NID1, ORM1, PCOLCE,

PLG, PON1, RARRES2, SEMATA,
SERPINC1, SERPINF2, SERPING1, SOD1,
SPOCK1, SPARC .TGFBI, YTH

Moléculas finais identificadas em
cada grandeza, excluindo todas as
repeticoes da 2* grandeza que
apareceram na 1* grandeza

A2M, ACTC1, ACTG1, AGRN, ALCAM,
APLP2, APOA2, APOL1, APOM, BCAN, CIRL,
CACNA2D1, CADMI1, CADM2, CADMS3,
CD55, CD53, CDH13, CFL1, CHI3L1, CHLY,
CLSTH1, CLSTN3, CNTN2, COL1A1, COL3A1,
COL6A1, CPB2, CPE, CPQ, CRTAC1, CXCL16,
DCHN, ENO2, ENPP2, F5, FAM3C, FAT2,
FGFR2, FGL2, FOLR2, FUCA2, GPC1, HEG1,
HEXA, HPR, IGHM, IGLLS, ITIH1, ITIH2, ITIH4,
LAMP2, LCP1, LGALS1, LTBP2, LYYE1,
MCAM, MMP2, MSN, NCAM1, NCAN,
NMEGR1, NFASC, NID1, NRCAM, NRHN1,
JOPCML, PCOLCE, PFH1, PLXNB2, PRCP,
PTPRG, RARRES2, RELN, RTN4R, RTN4RL2,
SEMATA, SERPINAG, SERPINI, SEZ6,
SIRPA, SPARC, SPARCL1, SPOCK1, SPON1,
THY1, TPP1

AHSG, AMBP, ANG, APOA1, APDA4,
APOB, APOE, APP, C184A, C1@B, CiQC,
CIR,C18, C2,C3, C4A C5,C6, C8A,
C8B, C3, CALR, CABPA, CD14, CD5L,
CFB, CFD, CFH, CFI, COL1A2, CST3,
CTSD, CXCL12, ECM1, EDN3, F12, F2,
FBLN5, FETUB, FGA, FGB, FGG, GC,
HABP2, HRG, HTRA1, IGF2, IGFALS,
IGFBP2, IGFBPT, IGHA1, IGHA2, KLK6,
KNG1, LCAT LTBP4, LUM, LYZ, NPPC,
ORM1, PLG, PON1, PPIA, PSAP,
PTGDS, SAA4, SERPINA4L, SERPINCY,
SERPINF2, SERPING1, S0D1, TGFBI,
TIMP1, TTR, YTH

CNTFR, DNER, EPHA4, EPHAS,
LRP1, LSAMP, NEO1, NRXN1,
NTM, OMG, SEZ6L2, WFDC1

CIRL, CS, F5

Quadro 1: Categorias classificadas em primeira e segunda grandeza. Moléculas classificadas em primeira e segunda grandezas e primeira e segunda grandezas depuradas.
K: vias do KEEG. PB: categorias dos processos bioldgicos. FM: categorias das fungfes moleculares. CC: categorias do componente celular. (%): porcentagem que representa
0 nmero de interseccGes da categoria no total de interseccdes existentes.
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Tabela 8. Moléculas representativas de modulacGes inter-vertentes

INTERACAO de 18

GRANDEZA Moléculas das Interac6es

A2M, AGRN, ALCAM, C1QA, C10B, C1R, C1S, C2, C3, C4A, C5, CFB, CFD,
K+PB+FM+CC  CFH, CFl, CIQC, F12, F2, F5, FGA, FGB, FGG, KNG1, NRXN1, PLG, SERPINC1,
SERPINF2, SERPING1, VTN

INTERACOES de 22
GRANDEZA

C4BP4, C6, C8A, C8B, C9, CD14, CD55, CD59, CNTN2, COL1A1, COL1A2,
COL3A1, COL6A1, CPB2, NCAM1, NEO1, NFASC, NRCAM, RELN, SOD1
K+PB+FM NRXN3

K+ CC + FM CADM1, CADM3, NRXN2

AHSG, AMBP, ANG, APLP1, APLP2, APOA1, APOA2, APOA4, APOB, APOE,
APOM, APP, C1RL, CALR, CDH13, CLSTN1, CLSTN3, CST3, CTSD, CXCL12,
DCN, DNER, ENPP2, FBLN5, FETUB, HABP2, HGR, HPR, HTRA1, IGFBP2,

K+PB+CC

PB+CC+FM
ITIHL, ITIH2, ITIH4, ITIH5, KLK6, LRP1, LTBPA, LUM, MMP2, NCAN, NID1,
PCOLCE, PEBP1, PON1, RARRES2, SERPINA4, SERPINA6, SERPINIL,
SPARC, SPOCK1, TGFBI, TPP1, WFDC1, WFIKKN2

INTERACOES de 3

GRANDEZA

K +CC CFL1, NEGR1

APOL1, B3GNT2, B4GAT1, BCAN, CD5L, CHL1, CNDP1, CPQ, CXCL16, ECM1,
EPHA4, EPHAS, FAM3C, FGL2, FOLR2, GPC1, IGF2, IGFALS, IGFBP7, IGHAL,
PB+CC IGHA2, IGHM, IGLL5, LAMP2, LCAT, LSAMP, LYVEL, LYZ, MCAM, NTM,
OMG, OPCML, ORM1, PGLYRP2, PRCP, PSAP, PTPRZ1, RGMB, SCG3,
SIRPA, SPON1, THY1, TIMP1, TTR
CADM2, CDH10, CNTFR, CPE, CRTACL, EDN3, FAT2, FGFR2, FSTL4, HEGL1,
LCP1, LTBP2, MEGF8, MSN, NELL2, NPPC, PCDH9, PFN1, SPARCL1
Moléculas que se apresentaram com intersecces nos quatro grupos (K: KEEG; PB: Processos Biolégicos; CC:

Componente Celular; FM: Fungdo Molecular). As moléculas de primeira grandeza e primeira grandeza
depuradas estdo indicadas em amarelo e verde, respectivamente.

CC+FM

4.4,  Mecanismos Moleculares Evidenciados pela Analise Global da Modelagem

Os termos GO enriquecidos foram semanticamente agrupados e visualizados usando
REVIGO. Com base nos GOs obtidos das 27 categorias apontadas em processos bioldgicos
pelo DAVID, as proteinas foram organizadas em familias e superfamilias pela ferramenta
REVIGO, evidenciando nove superfamilias (Figura 3). O conjunto de proteinas pertencentes
a essas superfamilias e familias foram analisadas no Diagrama de Venn para obtencdo da

interseccdo entre as mesmas (Tabela 9).
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LEC R

Figura 3. Familias e superfamilias apontadas em processos biologicos. Categorias de ontologia genética (GO)
agrupados pelo REVIGO. Os 27 GO dos processos hiolégicos (p <0,00001) evidenciadas pelo DAVID agrupados
pelo REVIGO evidenciaram nove superfamilias.

Tabela 9 Interseccdo das superfamilias apontadas nos processos bioldgicos

SF N SF N
A Lipoprotein biosynthesis 67 F  Central nervous system development 26
B Receptor-mediated endocytosis 48 G  Cholesterol metabolismo 15
C Cell adhesion 34 H  Lipoprotein metabolismo 9
D Innate immune response 33 I Cytolysis 6
E Extracellular matrix organization 27
Combinag6es das Proteinas nas superfamilias

SF Proteinas SF Proteinas

ABCDEG APP* AB AHSG, A2M*, APLP2, F5, IGF2, ITIH4, KNG1, SERPINA4, TIMPL

ABDEF  FGA AC HABP2, IGFALS

ABFGH  APOAL*, APOA2, APOA4, APOE* AD C1QA, C1QB, C1QC, CIR, C1RL, C1S, C2, C3, C4A, CFB

BDGHI  APOLL AE HTRAL, IGFBP2, WFDC1

ABCE VTN AF CPB2, F2, SERPINIL, TPP1,

ABDF SERPING1 Al LYZ

ABGH APOB*, LCAT BD CD14, IGHAL, IGHA2

BDEF FGB BE SPARC*

BFGH APOM BG RARRES2

ABC AMBP CE CLSTN1, COL1A1, COL6AL, IGFBP7

ABD CFD, CFI CF CNTN2

ABF HRG, PLG, SERPINF2 DF F12

ACE SPOCK1, TGFBI DI C6, C8A, C8B

ACF RELN EF BCAN

ADI Cc5 EG AGRN

AEG TTR

BEF FGG

BGH LRP1

CEF NCAN

Superfamilias (SF) apontadas nos processos bioldgicos. Representagdo em forma de tabela das SF e proteinas
gue pertencem as interseccdes e a relagdo das que pertencem somente a sua respectiva superfamilia. N: nimero
de moléculas em cada SF. As proteinas iluminadas em verde sdo as depuradas de primeira grandeza e as
indicadas com asterisco (*) foram realcadas no estudo e sua concentracdo foi analisada em pg/ml, utilizando a
técnica do Luminex®.
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A andlise da rede de interagdes fisicas e vias de sinalizacdo, a partir das proteinas
pertencentes a interseccdo de até duas superfamilias dos processos bioldgicos (Figura 4),
evidenciou o nivel de interacdo e identificou os betweennees e degree (Tabela 10).

Essa analise apontou as seguintes moléculas com alto nivel de betweenness:
SERPING], CIS, CIR, C5, CF1, C6, C2 e C8A e alto nivel de degree: PLG, APOA1, C8A,
C2, C5, CPB2, C8B, APOA2 (primeira grandeza descrita na analise posterior) (Tabela 10).
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Figura 4. Rede de interacéo criada a partir das proteinas pertencentes a interseccdo de até duas superfamilias
dos processos biolégicos. Linhas de interagdes fisicas (vermelho) e de vias (azul). Os circulos em preto
representam as moléculas incluidas na analise e os circulos cinza foram incluidos durante a construcéo da rede
para estabelecer as conexdes.
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Tabela 10. Moléculas da rede de interagBes ranqueadas por betweenness e degree

Betweenees Degree
N Proteinas Nota N Proteinas Nota N Proteinas Nota N Proteinas Nota
1 SERPING1 168 16 CD14 64 1 PLG 133 16 HABP2 95
2 Ci1S 134 17 APOA1l* 63 2 APOAl* 125 17 C1S 93
3 CIR 130 18 FGA 63 3 C8A 124 18 CIR 93
4 C5 114 19 CFB 60 4 C2 117 19 HRG 93
5 CFI 107 20 SERPINF2 53 5 C5 116 20 AHSG 90
6 C6 104 21 APP* 51 6 CPB2 110 21 CFlI 89
7 C2 95 22 C8B 51 7 C8B 110 22 F2 89
8 C8A 94 23 C3 51 8 APOA2 109 23 APOE* 86
9 SPARC* 94 24 APOB* a7 9 C3 108 24 ITIH4 86
10 APOE* 92 25 FGB a7 10 APOB* 106 25 F12 86
11 CPB2 88 26 F2 42 11 CFB 104 26 FGA 80
12 KNG1 75 27 RARRES2 42 12 KNG1 103 27 TTR 75
13 A2M* 69 28 ITIH4 39 13 C6 99 28 SERPINA4 70
14 PLG 66 29 HRG 37 14 SERPINF2 99 29 VTN 67
15 HABP2 64 30 LRP1 35 15 SERPING1 95 30 FGB 66

Moléculas evidenciadas nas redes de interagdes fisicas e de vias de sinalizacdo. Lista das 30 moléculas com os
valores mais elevados de betweenness e degree, das proteinas pertencentes a interseccdo de até duas
superfamilias dos processos bioldgicos. As proteinas iluminadas em verde sdo as depuradas de primeira
grandeza e as indicadas com um asterisco (*) foram real¢adas no estudo e sua concentracdo foi analisada em
pg/ml, utilizando a técnica do Luminex® (Analise adiante).

Aanalise dos dados obtidos a partir das vias de sinalizacdo (KEGG) e das superfamilias
dos processos biologicos evidenciou as categorias adesdo celular e matriz extracelular. A
Tabela 11 representa a andlise da interseccdo dessas duas superfamilias apontadas. Foram
observadas 10 proteinas que fazem parte dessas duas superfamilias (APP*, BCAN, CLSTN1,
COL1A1, COL6AL, IGFBP7, NCAN, SPOCK1 TGFBI, VTN). A andlise das redes de
interacdes fisicas e vias de sinalizacdo (Figura 5) e o grau de centralidade das moléculas
através das notas obtidas no betweennes e degree (Tabela 12) evidenciaram neste momento as
moléculas APP e IGFBP7.

Tabela 11. Interseccdo duas superfamilias processos bioldgicos

SF Proteinas

APP*, BCAN, CLSTN1, COL1A1, COL6A1, IGFBP7, NCAN, SPOCK1
TGFBI, VTN

AB

A2M*, AGNR, CLSTN3, COL1A2, COL3A1, DCN, FBLNS, FGA, FGB,
A FGG, HTRAL, IGFBP2, LCP1, LTBP4, LUM, MMP2* NID1, PLG,

SPARC*, TIMP1, TTR, WFDC1 24

ALCAM*, AMBP, APLP1, CDH13, CHL1, CNTN2, CNTNAP4,

B CXCL12*, EPHA4, HABP2, IGFALS, LSAMP, LYVEL, MCAM,
NCAM*, NEO1, NTM, OMG, OPCML, RELN, RGMB, SIRPA, SPONI, <

THY1 B
Superfamilias (SF) apontadas nos processos bioldgicos. Representacdo gréafica e em forma de tabela das proteinas
que pertencem a interseccdo e a relacdo das que pertencem somente a sua respectiva superfamilia. A letra A
representa a superfamilia da matriz extracelular e a B das células de adesdo. As proteinas iluminadas em verde séo
as depuradas de primeira grandeza e as indicadas com um asterisco (*) foram realcadas no estudo e sua
concentragdo foi analisada em pg/ml, utilizando a técnica do Luminex®.
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Figura 5. Rede de interagdo criada a partir das dez proteinas pertencentes a intersec¢do das duas superfamilias
matriz extracelular e células de adeséo. Linhas de interacdes fisicas (vermelho) e de vias (azul). Os circulos em
preto representam as moléculas incluidas na andlise e os circulos cinza foram incluidos durante a construgéo da
rede para estabelecer as conexdes.

Tabela 12. Moléculas da rede de interagdes ranqueadas por betweenness e degree

Betweenness Degree
Proteinas Nota Proteinas Nota
APP* 85,5 COL1A1 35
IGFBP7 67,1 COL6A1 28
COL1A1 47,3 IGFBP7 19
VTN 36,8 TGFBI 16
NCAN 23,1 APP* 13
CLSTN1 17,4 NCAN 10
COL6A1 16,1 CLSTN1 10
TGFBI 13,3 VTN 8
SPOCK1 7,1 SPOCK1 7
BCAN 5,41 BCAN 6

Lista das 10 proteinas com os principais escores de betweennees e degree pertencentes a interseccdo das duas
superfamilas matriz extracelular e células de adesdo. As proteinas iluminadas em verde séo as depuradas de
primeira grandeza e as indicadas com um asterisco (*) foram realcadas no estudo e sua concentracdo foi
analisada em pg/ml, utilizando a técnica do Luminex® (Anéalise adiante)
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Figura 6. Rede de interagdes fisica e vias de sinalizagdo criada a partir das 46 proteinas pertencentes as
superfamilias matriz extracelular e células de adesdo, utilizada para identificacdo do nivel de interagdo entre
proteinas e para identificar betweennees e degree. As linhas rosa e azul representam interagdes fisicas e vias de

sinalizacéo, respectivamente.

Tabela 13. Moléculas da rede de interacGes ranqueadas por betweenness e degree

Betweenness Degree
Proteinas Nota Proteinas Nota Proteinas Nota  Proteinas Nota
APP* 143 APLP1 66 COL1A2 89 SPOCK1 46
SPARC* 136 DCN 61 MMP2* 82 HABP2 43
LSAMP 131 IGFBP7 58 SPARC* 74 FBLNS 43
HABP2 128 NEO1 56 COL3A1 70 LSAMP 41
CDH13 118 CNTNAP4 55 COL1A1 67 HTRA1 41
RELN 114 OPCML 51 COL6A1 64 THY1 39
A2M* 101 THY1 50 DCN 63 FGA 33
SPON1 98 TGFBI 49 LUM 62 APLP1 32
SPOCK1 93 CNTN2 45 NID1 61 SPON1 31
COL1A2 92 COL3A1 43 CXCL12* 60 CNTN2 31
LUM 91 TTR 39 APP* 52 NEO1 30
FBLN5 88 FGB 36 A2M* 52 MCAM 30
CXCL12* 85 FGA 36 IGFBP7 51 FGG 30
MMP2* 73 HTRA1 32 CDH13 49 TIMP1 30
NID1 70 NCAM1* 30 TGFBI 49 FGB 29

Lista das proteinas com os principais escores de betweennees e degree obtidas das duas superfamilas matriz
extracelular e células de adesdo. As proteinas iluminadas em verde sdo as depuradas de primeira grandeza e as
indicadas com um asterisco (*) foram real¢adas no estudo e sua concentragdo foi analisada em pg/ml, utilizando

a técnica do Luminex®
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45. Modelagem com Foco em Componentes Celulares e Funcdes Moleculares
Possivelmente Modificados pelas CTM

A andlise enriquecida das 220 proteinas desreguladas evidenciou mais duas
categorias, Componentes Celulares (Tabela 5) e Funcdes Moleculares (Tabela 6). Seguindo
0 mesmo padrdo de andlise das categorias anteriores, 0s GOs dos termos apontados pelo
DAVID e suas respectivas proteinas foram dispostas em familias e superfamilias pela
ferramenta REVIGO, as que se referem a componentes celulares estdo representadas na
Figura 7 e as observadas em funcdes moleculares estdo demonstradas na Figura 9.

Em uma segunda etapa, as proteinas pertencentes a essas superfamilias e familias
foram analisadas no Diagrama de Venn para obtencdo da interseccdo entre as mesmas. Na
Tabela 14, observam-se os dados referentes aos componentes celulares e na Tabela 16, 0s
dados referentes a funcdes moleculares.

Com o propo6sito de identificarmos redes e vias de interacdo proteina-proteina que
podem estar relacionadas com o efeito das células-tronco, utilizamos plataforma Cytoscape,
na qual foram inseridas as proteinas obtidas da intersec¢cdo dos componentes celulares (113
proteinas) e das funcGes moleculares (25 proteinas). Esses dados podem ser observados nas
Figuras 8 e 10, respectivamente. Os betweenness e degree estdo listados na Tabela 15 e 17,

respectivamente.

Figura 7. Familias e superfamilias apontadas em componentes celulares. Categorias de ontologia genética (GO)
agrupados pelo REVIGO. Os 18 GO dos componentes celulares (P<0,00001) evidenciadas pelo DAVID agrupados
pelo REVIGO evidenciaram sete superfamilias.
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Tabela 14. .Interseccdo das superfamilias apontadas nos componentes celulares

Analise do REVIGO - Componentes Celulares

SF N SF N°
A Extracellular region 111 E Cell surface 26
B External side of plasma membrane 95 F Neuronal cell body 17
C Fibrinogen complex 85 G Anchored component of membrane 15
D Lysosomal lumen 30
InterseccOes das Proteinas nas Superfamilias
SF Proteinas SF Proteinas
ABCDE FGA FGB, FGG, PLG, SPARC* ACE APOA4
ABCD AGRN, HRG,KNG1 BCE IGHM
ABCE  AMBP, APOAl* CALR, FGFR2 BEF NRXN1
ABCF  APOE* C4A, SOD1 BEG NCAM1*
C5, C6, C8B, CD14, CXCL12*, CXCL16, F12,
ABDE  APP* AB HEG1 NRCAM
APOA2, APOL1, APOM, C1QB, C1QC, C1R, C1S,
CD5L, CFH, COL1A1, COL1A2, COL3AL,
ABEG  CD55 AC COL6AL, ECM1, FBLNS5, HPR, IGFBP7, ITIH1
ITIH2, LTBP4, NID1, PON1, RARRES2, VTN
ACDE  SERPINF2 AD CFD, PSAP
ACDG BCAN AE FOLR2
BCDG GPC1 AF ANG, CST3
BEFG CNTN2, RTN4R BC ACTG1, CHL1, IGLL5, MSN, RELN
C3, C4BP4, C8A, C9, CFB, F2,
HTRAL, IGHAL, IGHA2, ITIH4,
ABC MMP2*, SERPINC1, TGFBI BD LAMP?2
ABF APOB* BE CD59, EPHA4, RTN4RL2
AHSG, A2M*, CTSD, DCN, GC,
ACD LUM, NCAN, ORML. SERPINGL, BE ALCAM*, CPE, DNER, EPHAS5, LRP1, SEZ6,
SEZ6L2
TIMP1
BG CDH13, CNTFR, LSAMP, NEGR1, NTM, NRN1,

OMG, OPCML, SEMATA

Superfamilias (SF) apontadas nos componentes celulares. Representacdo em forma de tabela das proteinas que
pertencem a intersec¢do e a relagdo das que pertencem somente a sua respectiva superfamilia. As proteinas
iluminadas em verde sdo as depuradas de primeira grandeza e as indicadas com um asterisco (*) foram realgadas
no estudo e sua concentracdo foi analisada em pg/ml, utilizando a técnica do Luminex®.
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Figura8. Rede de interagdes fisica e vias de sinalizacdo criada a partir das 113 proteinas pertencentes a interseccéo
de até duas familias ou superfamilias dos componentes celulares, utilizada para identificacdo do nivel de interacéo
entre proteinas e para identificar betweennees e degree. As linhas rosa e azul representam interaces fisicas e vias
de sinalizacdo, respectivamente. Os escores de betweennees e degree sdo indicados na Tabela 14.



Tabela 15. Moléculas da rede de intera¢fes ranqueadas por betweenness e degree

Betweenness Degree

N Proteinas Nota N Proteinas Nota
1 CIR 502 1 APOAL* 134
2 SERPING1 371 2 PLG 133
3 APOE* 341 3 CFH 122
4 CFH 334 4 C5 121
5 C1S 325 5 C8A 120
6 CD14 318 6 C3 120
7 C4BPA 261 7 C8B 120
8 A2M* 220 8 C4BPA 119
9 DCN 195 9 SERPINC1 119
10 LUM 185 10 CFB 115
11 CNTN2 185 11 ITIH2 113
12 C6 170 12 APOA2 113
13 MMP2* 153 13 GC 113
14 IGFBP7 149 14 AMBP 112
15 APOA1* 147 15 SERPING1 110
16 LRP1 142 16 ITIH1 110
17 RARRES?2 138 17 KNG1 110
18 CFB 131 18 CI1R 107
19 AHSG 125 19 HRG 107
20 SERPINF2 122 20 C6 103
21 LGALS1 122 21 SEERPINF2 103
22 C8A 114 22 AHSG 102
23 ITIH2 113 23 C1s 101
24 FGA 110 24 APOE* 100
25 C5 106 25 APOB* 100
26 SPARC* 104 26 ORM1 99
27 FGFR2 104 27 ITIH4 97
28 APOB* 103 28 F12 94
29 NID1 102 29 F2 93
30 APP* 97 30 ANG 91

o1

Lista das 30 proteinas com os principais escores de betweennees e degree obtidas das 113 moléculas de até duas
superfamilias dos componentes celulares. As proteinas iluminadas em verde sdo as depuradas de primeira
grandeza e as indicadas com um asterisco (*) foram real¢adas no estudo e sua concentragdo foi analisada em

pa/ml, utilizando a técnica do Luminex® (Andlise adiante).



52

Figura 9. Familias e superfamilias apontadas em funcfes moleculares. Categorias de ontologia genética (GO)
agrupados pelo REVIGO. Os 12 GO das Fung¢des moleculares (P<0,0001) evidenciadas pelo DAVID agrupados
pelo REVIGO evidenciaram cinco superfamilias

Tabela 16. Interseccdo das superfamilias apontadas nas fungfes moleculares

Anélise do REVIGO - Funcgdes Moleculares

Superfamilias N°
A Heparin binding 46
B Collagen Binding 38
C Serine-type endopeptidase activity 23
D Phosphatidylcholine - sterol O -acyltransferase activator activity 13
E Lipid transporter activity 6
Intersec¢des das Proteinas nas Superfamilias
SF Proteinas SFs  Proteinas
ABC F2 AE APOB*
ADE APOE* BC PLG
BCD C3 BD A2M*, C5
APP* ANG, HRG, KNG1, NID1, NRXN1, PCOLCE,
AB SPARC*, SPARCL, VTN Cb =8
AC C1S, C1R, F12, HABP2 DE APOA1*, APOA2, APOA4

Superfamilias (SF) apontadas em fungdes moleculares. Representacdo em forma de tabela das proteinas que
pertencem a interseccdo e a relacdo das que pertencem somente a sua respectiva superfamilia. As proteinas
iluminadas em verde sdo as depuradas de primeira grandeza e as indicadas com um asterisco (*) foram realgcadas
no estudo e sua concentracdo foi analisada em pg/ml, utilizando a técnica do Luminex®
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Figura 10. Rede de interacdes fisica e vias de sinalizagao criada a partir das 25 proteinas pertencentes a intersec¢do
de até duas familias ou superfamilias das fungdes moleculares, utilizada para identificagdo do nivel de interagao
entre proteinas e para identificar betweennees e degree. As linhas rosa e azul representam interagdes fisicas e vias

de sinalizaco, respectivamente. Os escores de betweennees e degree sdo indicados na Tabela 17.

Tabela 17. Moléculas da rede de interacfes ranqueadas por betweenness e degree

Betweenees Degree

Proteinas Nota Proteinas Nota Proteinas Nota Proteinas Nota
APOB* 79 C1R 16 C3 69 A2M* 40
C5 64 APOA4 14 APOALl 67 C1R 40
A2M* 62 C4A 13 ©5 66 APOA4 38
C3 50 KNG1 11 APOB* 62 VTN 34
HABP2 45 HRG 9 PLG 61 F2 33
APOE* 44 SPARCL1 9 APOA2 58 PCOLCE 25
F12 37 VTN 9 F12 48 C4A 23
Ci1s 29 ANG 6 KNG1 48 APP* 20
APOA1* 29 SPARC 4 HRG 48 SPARCL1 18
PLG 22 F2 3 HABP2 47 SPARC* 15
APOA2 22 NID1 1 APOE* 46 NID1 12
PCOLCE 17 NRXN1 0 C1s 45 NRXN1 3
APP* 17 ANG 41

Lista das proteinas com os principais escores de betweennees e degree a partir da rede de interag@es fisicas e
vias de sinalizacdo das 25 proteinas pertencentes a interseccao de até duas familias ou superfamilias das fun¢Ges
moleculares. As proteinas iluminadas em verde sdo as depuradas de primeira grandeza e as indicadas com um

asterisco (*) foram realgadas no estudo e sua concentragdo foi analisada em pg/ml, utilizando a técnica do

Luminex®
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4.6. Moléculas em Realce a Partir da Analise Conjunta da Criteriorizagédo

Estabelecida

A anélise conjunta da criteriorizacdo apresentada, levando-se em consideracdo a
representacdo de moléculas apontadas na andlise enriquecida pela modulagéo intra-vertente e
inter-vertente, grau de forga de ligagdo apontadas pelas redes de interagdes moleculares, vias
de sinalizacéo e disposicdo de familias e superfamilias pela ferramenta REVIGO, destacaram-
se as moléculas A2M, ALCAM, APOA1, APOB, APOE, APP, CHI3L1, CXCL12, MMP2,
NCAM1 e SPARC.

Tabela 18. Resumo das proteinas relevantes

Cytoscape
ALVO DAVID (TOP 50) Intra-vertentes Inter-vertentes
K | PB |[CC |FM B D |12Gdz |1*Gdzdep| 12 Gdz |22 Gdz
A2M X X X X X X X X
ALCAM | X X X X X X
APOA1 X X X X X X X X
APOB X X X X X X X
APOE X X X X X X X X
APP X X X X X X X X
CHI3L1 X X
CXCL12 X X X X X X
MMP2 X X X X X X X
NCAM1 X X X X X X X
SPARC X X X X X X

Anélise de resultados da protedmica por espectrometria de massa no liquor de doentes com ELA 30 dias apés
injecdo de CTM. Resumo das proteinas selecionadas para validacao e as respectivas categorias que elas validam.
As proteinas de verde s&o as depuradas de primeira grandeza.

Adicionalmente, ap6s a identificacdo das 220 proteinas desreguladas e posteriormente
da analise enriquecida das moléculas, foram identificadas 186 moléculas pertencentes a
matriz extracelular. Essas moléculas correspondem a 84% das proteinas identificadas. Além
disso, 49 protéinas estdo relacionadas as moléculas de adesdo celular. Juntas, essas duas

categorias totalizam 201 proteinas, conforme apresentado na tabela 19.
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Tabela 19. Representagdo DAVID de “Matriz Extracelular” e “Moléculas de Adesao Celular”

Vias/Categorias Moleculas: n (%)
Matriz Extracelular K7, PB7, PB18, CC1, CC2, CC3, CC6 186 (84)
Moléculas de adesdo celular K5, PB1, MF6 49 (22)
Matriz Extracelular + Moléculas de adesao celular 201 (92)

Vias/categorias do DAVID, juntamente com o nimero (n) de suas respectivas moléculas, relacionadas a "Matriz
Extracelular" e "Moléculas de Adesdo Celular”. Foram descritas nas Tabelas 3, 4, 5 e 6 o nimero e ID das
vias/categorias especificas do DAVID. Além disso, também sdo mostradas as porcentagens (%) de moléculas
agrupadas nas Vias/Categorias relacionadas a matriz extracelular e moléculas de adesdo celular em relacdo a
220 proteinas desreguladas (Tabela 2) no liquor de individuos com esclerose lateral amiotréfica 30 dias apds a
infusdo intratecal de células-tronco mesenquimais .

4.7.  Andlise da Regulacdo de Proteinas pelo LUMINEX®

Os niveis das moléculas A2M, ALCAM, APOAL, APOB, APOE, APP, CHI3L1,
CXCL12, MMP2, NCAML1 e SPARC foram avaliados pela técnica Luminex nas mesmas
amostras de liquor analisadas pela protedbmica. A regulacdo foi coincidente nas moléculas
ALCAM, APP, CXCL12, MMP2 e SPARC (Figura 11A-E). A2M mostrou-se diminuida pelo
LUMINEX, enquanto aumentada pela protedbmica (Figura 11F).

As moléculas APOA1l, APOB, APOE, CHI3L1 e NCAM ndo se mostraram
desreguladas pelo LUMINEX no liquor dos sujeitos ELA 30 dias ap6s a infusdo de CTM, a
despeito de mostrarem-se dereguladas pela proteémica (Figura 12).

Os resultados em pg/ml foram apresentados segundo estratificacdo. A CHI3L1
mostrou-se diminuida na estratificagdo 2, a APOALl mostrou tendéncia a elevacdo na
estratificacdo 2, a APOE mostrou-se diminuida na estradificacdo 1 e a APOB mostrou-se
inalterada nas trés analises. Em relacdo aos resultados das regulaces das moléculas CHI3L1,
APOAL, APOB e APOE pelo Luminex apresentadas segundo a estratificacdo descrita, as
moléculas CHI3L1, APOAl e a APOE mostraram se em linha com as regulacfes

apresentadas pela protedmica.



APP
800+
6004 -T-
*
TEI =T
B 400+
jo B
200
0
1 12
D CXCL12
4000- .
3000
.|
%, 20001 T
O
1000+
0
12

E

pg/mL

100000+

80000+

SPARC

8000+

6000+

40004

20004

ALCAM

60000+

56

MMP2

40000+

pg/mL

200004

F

500000+

400000-
-1 3000004
E
=]
=X

200000+

100000+

0

Figura 11. Analise de Luminex® das moléculas selecionadas a partir das modulacfes. Quantificacdo do APP
(A), SPARC (B), MMP2 (C), CXCL12 (D), ALCAM (E) e A2M (F) no liquor doentes ELA pré (11) e pés 30
dias (I12) da infusdo das CTM. Os valores estdo expressos em pg/mL. *P <0,05 segundo teste t pareado. Os

valores representam a média =+ S.E.M. dos doentes de cada grupo (n=24).
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Figura 12. Regulacéo das moléculas CHI3L1 (A), APOAL (B), APOB (C), APOE (D) e NCAM (E) ndo tiveram
diferengas apontadas por meio de Luminex no liquor individuos com esclerose lateral amiotréfica (ELA) antes
e apds 30 dias da infusdo de. Os individuos com ELA que receberam CTM foram estratificados de acordo com
os valores proteicos em relacdo a média dos valores proteicos dos individuos antes da infusdo para cada proteina.
Foram encontrados dois grupos de valores proteicos de individuos estatisticamente diferentes em relagdo aos
valores antes das células. Valores mais altos e mais baixos do momento anterior a infusdo indicaram regulacéo
positiva (para cima) e regulacéo negativa (para baixo), respectivamente, das proteinas avaliadas.
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5. DISCUSSAO

5.1. O potencial das CTM na ELA e ap0s injecao intratecal

As CTM, células progenitoras multipotentes, demonstraram potencial terapéutico
nas doencas neurodegenerativas por serem capazes de modular a neuroinflamagéo e a
neuroprotecdo (Uccelli, Moretta, and Pistoia 2008). As CTM séao usadas em diversos ensaios
clinicos envolvendo terapia com células autologas, seja por injecdo intratecal ou outras vias,
na avaliacdo de possiveis efeitos em doencas neurodegenerativas, incluindo a ELA (Petrou et
al. 2016). Entretanto, poucos trabalhos detalham as respostas moleculares induzidas no
individuo, incluindo as alteracdes nas proteinas no liquor de doentes com ELA que receberam
infusdes intratecais de CTM (Oh et al. 2018; Oh et al. 2015).

Staff e colaboradores avaliaram as concentracdes do fator de crescimento endotelial
vascular, do fator de crescimento placentério e do fator de crescimento fibroblastico basico
no liquor de doentes com ELA sete dias ap6s dose Unica de CTM autélogas derivadas do
tecido adiposo (Staff et al. 2016). Embora estudos clinicos anteriores tenham fornecido
evidéncias iniciais do potencial beneficio terapéutico na ELA apds o tratamento intratecal
com CTM (Berry et al. 2019; Oh et al. 2018; Staff et al. 2016), as alteragdes proteicas e 0
mecanismo de acdo das CTM no liquor, a longo prazo, permanecem carentes de estudos
(Forostyak et al. 2014; Staff, Jones, and Singer 2019; Zhao et al. 2007).

De fato, a relacdo entre niveis alterados de proteinas do liquor em doentes com ELA e
alteracdes patoldgicas nos neurbnios motores ja havia sido descrita (Collins et al. 2012;
Collins et al. 2015), especialmente a diminui¢do das proteinas da matriz extracelular no liquor
de doentes ELA quando comparado a sujeitos saudaveis nas mesmas idades (Collins et al.
2015).

O nosso estudo € pioneiro na analise protedmica por espectrometria de massa do
liquor de doentes com ELA 30 dias ap6s o tratamento com CTM. As CTM autélogas foram
obtidas pelo aspirado da medula 6ssea dos doentes ELA, expandidas in vitro e injetadas
intratecalmente no liquor do mesmo sujeito na regido lombar da coluna vertebral. O liquor é
considerado importante via para administragdo terapéutica e estudo de respostas moleculares
pelas relacBes anatbmicas e funcionais que estabelece com o sistema nervoso central,
oferecendo uma importante oportunidade na avaliacdo das respostas das CTM (Krull et al.
2021).

Estudos in vitro demonstram que as CTM secretam fatores com propriedades tréficas
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aos motoneurdnios, entretanto investigacdes acerca das alteracfes efetivas no microambiente
induzidas pela presenca destas células injetadas no sistema nervoso ainda séo escassas na
literatura (Pittenger et al. 2019).

5.2.  Moléculas e mecanismos destacados apo6s infusdo intratecal de CTM na ELA

Neste sentido, esse estudo analisou as respostas moleculares apos injecao intratecal
de CTM em doentes com ELA através da analise protedmica, metodologia essa que combina
ferramentas complexas de identificacdo de peptideos e proteinas nos tecidos parenquimatosos
ou fluidos (Chandramouli and Qian 2009; Krause et al. 2021). Este estudo demonstrou 220
proteinas desreguladas no liquor dos sujeitos ELA 30 dias ap6s infusdo intratecal de CTM,
sendo essas potencialmente importantes na determinacdo de biomarcadores dos efeitos da
terapia celular, bem como dos mecanismos celulares e ou moleculares envolvidos nas acfes
das células injetadas. Adicionalmente, ferramentas bioinforméticas foram empregadas em
andlises enriquecidas no rastreio dos mecanismos moleculares/celulares envolvidos bem
como depurar e ressaltar biomarcadores relacionados (Sun et al. 2022; Chen et al. 2016;
Collins et al. 2015). Deste modo, eventos bioldgicos e moleculares relacionados ao suporte, a
sobrevida neuronal e/ou a morte dos motoneurdnios no microambiente dalesdo naELA, bem como
0 conjunto de moléculas relacionadas a essas situagdes, foram avaliados pela ferramenta DAVID no
liquor de sujeitos que receberam as CTM no liquor.

Ressalta-se que as Redes de Interacdo de Proteinas (Recabarren and Alarcon 2017)
empregadas neste estudo, que determinaram as principais moléculas elo de ligacdes dentre as
220 proteinas desreguladas descritas pela protedmica, contribuiram de modo inédito na
identificacdo das proteinas mais relevantes, bem como o0s mecanismos celulares e
moleculares a elas atrelados, em resposta a presenca das CTM infundidas no liquor.

Este estudo também foi original no emprego da metodologia de modelagem
molecular na depuracdo de mecanismos e proteinas relacionados ao desafio experimental
deste estudo, qual seja, possiveis efeitos da CTM na ELA ou uma doenca neurodegenerativa
em evolugéo.

Notavelmente, o conjunto de anélises enriquecidas, em associacdo com as redes de
interacdo e as depuracOes intra-vertentes e inter-vertentes, realcou 0S mecanismos
relacionados a adesdo celular e a matriz extracelular como importantes nos efeitos possiveis da
CTM nos doentes com ELA. Dessas analises, onze moléculas, especificamente, A2M,
ALCAM, APOA1, APOB, APOE, APP, CHI3L1, CXCL12, MMP2, NCAM1 e SPARC,

despontaram como potencialmente importantes as possiveis respostas a terapia celular 30 dias
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apos as CTM no liquor de doentes ELA. Ressalta-se que essas onze moléculas apontadas no
estudo sdo em sua maioria integrantes da matriz extracelular e do sistema de adeséo celular
ou, ainda, das sinalizagdes celulares que participam envolvem de modo importate elementos
da matriz extracelular e sistema de adeséo celular (Kanchanawong and Calderwood 2023).

Dentre elas, ndo encontramos até 0 momento relatos sobre o envolvimento dessas
moléculas em terapia com CTM em neurodegeneracdo ou doencas neurodegenerativas, que
reafirma a grande importancia da metodologia abordada neste estudo na depuracdo de
moléculas e mecanismos envolvidos no tratamento com as CTM na ELA. Importante notar
também que dentre as onze moléculas ressaltadas, apenas a ALCAM e a NCAM1 néo foram
relatadas como potencialmente envolvidas com os mecanismos da ELA, o que aventa a
possibilidade em uma andlise inicial da regulacdo delas estar relacionada mais com os efeitos
das CTM do que com eventos intricicos da neurodegeneracao propriamente ditos.

Os mecanismos relacionados a adesédo celular e & matriz extracelular possivelmente
envolvidos nos efeitos das CTM nos doentes com ELA descritos nesse estudo parecem de
fato importantes, posto que desempenham papel de destaque nas sinaliza¢cdes moleculares no
tecido nervoso desde o desenvolvimento até a senilidade (Tewari et al. 2022), bem como em
situacdes fisioldgicas normais (Su et al. 2021) ou patoldgicas (Meldolesi 2016), incluindo as
doencas neurodegenerativas (Lin et al. 2021). Adicionalmente, as células tronco, bem como
as CTM em particular, usam ou interagem com elementos da adesdo celular e matriz
extracelular para desenvolverem es iniUmeros eventos ou funcdes ja descritos nos tecidos,
incluinto o sitema nervoso (Aizman et al. 2009). De fato, a adesao celular esta envolvida em
aspectos do desenvolvimento neuronal, incluindo as formacdes de feixes axonais, sinapses e
redes gliais que circundam os axonios e as sinapses (Washbourne et al. 2004). As ligagdes
fisicas e quimicas entre o espaco intracelular e extracelular sdo formadas por adesdes
celulares (Murase and Schuman 1999). Moléculas de adesdo sdo essenciais no
estabelecimento e na manutencdo da morfologia do tecido cerebral e funcbes cerebrais
altamente coordenadas, como memoria e aprendizagem (Sanes and Yamagata 1999;
Washbourne et al. 2004; Yamagata, Sanes, and Weiner 2003). As interagdes entre as células
e a matriz extracelular se da através das moléculas de adesdo celular, que também estdo
envolvidas na migracao celular e na sinalizacdo de diversos processos bioldgicos. As fungdes
da adesdo celular e moléculas de adesdo s&o alvos de estudos na comunidade cientifica e
indicadas como biomarcadores e/ou alvos farmacoldgicos de doengas neurodegenerativas
(Wennstrom and Nielsen 2012).

A matriz extracelular é a por¢do ndo celular dos tecidos, formada por rede
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tridimensional composta por macromoléculas e minerais extracelulares, fatores de
crescimento, integrinas, colageno 1V, fibronectina, laminina, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos e enzimas proteoliticas como as metaloproteinases de matriz (MMPs), sendo
secretadas pelas células adjacentes e permitem suporte bioquimico e/ou estrutural das
mesmas, importantes na estabilizacdo das jun¢des neuromusculares e neurénios motores
(Bonnans, Chou, and Werb 2014; Michel et al. 2010; Theocharis et al. 2016). As MMPs da
matriz, em particular, estdo relacionadas a patogénese de doencas neurodegenerativas como
Alzheimer e Parkinson (Behl et al. 2021), atuando no sistema nervoso central em varias
condigdes neurologicas, levando a quebra da barreira hematoencefalica, infiltragdo de células
T, mondcitos e macrdfagos e neuroinflamacdo (Lukaszewicz-Zajac, Mroczko, and Slowik
2014). Em condicBGes normais no sistema nervoso central, as MMPs sdo importantes na
renovacdo da mielina, migracao e sobrevivéncia celular, além de participar da plasticidade e
fisiologia axonal (Fang et al. 2010). Ainda, as MMPs estdo envolvidas na clivagem de varias
proteinas e atuando assim na inflamacéo (Fang et al. 2010; Lukaszewicz-Zajac, Mroczko, and
Slowik 2014).

Fang e colaboradores (2009) observaram niveis elevados de MMP-9 no liquor de
doentes com ELA em relacdo a controles saudaveis, enquanto ndo foram avaliadas diferencas
significativas de concentracbes de MMP-2 no liquor de doentes com ELA em comparacao
aos controles. Os autores sugeriram que concentracdes elevadas de MMP-9 no liquor estavam
associadas a extensa degeneracdo neuroaxonal, rapida progressdo da doenca e pior sobrevida
dos doentes com ELA (Fang et al. 2009). Esses mesmos autores demosntraram
posteriormente, 0 aumento da MMP-2 e da MMP-9 na medula espinal e pele de camundongos
SOD1, modelo experimental para ELA, nas fases sintomaticas da doenga (Fang et al. 2010).
As alteracdes nas MMPs selecionadas e seus niveis de inibidores teciduais também foram
demonstradas no liquor e no sangue de doentes com ELA (Niebroj-Dobosz et al. 2010;
Beuche et al. 2000). Os autores mostraram pelo método ELISA que no liquor de doentes com
ELA as concentracfes de MT-MMP-1, MMP-2 e TIMP-1 foram maiores do que nos sujeitos
controles saudaveis (Niebroj-Dobosz et al. 2010). Ainda, aumento significativo das
concentragdes de TIMP-1 no liquor em doentes com ELA em relagdo ao grupo controle foi
observado (Lorenzl et al. 2003). Foi sugerido que os niveis elevados de MMPs e TIMPs no
liquor podem estar relacionados a ativacgao do sistema imunologico, enquanto concentragdes
mais altas de MT-MMP-1 e MMP-2 no liquor poderiam estar envolvidas no aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefélica, ja que a quebra da barreira € descrita em 20-

46% dos doentes com ELA (Niebroj-Dobosz et al. 2010) . Além disso, a elevacdo dos niveis
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de MMP-2 e MT-MMP-1 pode ser resultado do desequilibrio entre a MMP-2 e seu inibidor
natural — TIMP-2 (Cabral-Pacheco et al. 2020). Deste modo, ha fortes evidéncias de que as
MMP-2 aumentada em nosso estudo, parece estar relacionada com a evolucéo da doenca e
podendo ser alvos para futuras estratégias terapéuticas usando inibidores seletivos de MMPs
(Lukaszewicz-Zajac, Mroczko, and Slowik 2014).

As proteinas SPARC (do inglés secreted protein acidic and rich in cysteine) e
SPARCLL1 (do inglés SPARC-like protein 1) pertencem a familia de proteinas da matriz
extracelular (Klingler et al. 2020), sdo secretadas por astrécitos e promovem a formacéo de
sinapses (Klingler et al. 2020). Camundongos knockout para o gene SPARCL1 apresentam
menor nimero de sinapses excitatorias no coliculo do mesencéfalo. Além da formacéo de
sinapses, a proteina também pode ser essencial para a manutencdo sindptica superior
(Bradshaw and Sage 2001; Brekken and Sage 2001). Collins et al. (2015) demonstraram que
os niveis relativos de SPARCL1 foram diminuidos no liquor de doentes com ELA em relacéo
aos sujeitos saudaveis. Assim, € possivel que os niveis reduzidos de SPARC e SPARCL1 em
nosso estudo relacionados a diminuicdo na atividade sinaptica, evento atrelado a degeneracgéo
do neurdnio motor na ELA (Collins et al. 2015).

A proteina precursora de beta-amiléide (APP) é o tipo de proteina de membrana
expressa em muitos tecidos e descrita como regulador do processo de formagéo de sinapse
(Priller et al. 2006). A APP é molécula precursora cuja protedlise gera a molécula beta
amildide, principal componente das placas amiloides encontradas nos cérebros dos doentes
com a doenca de Alzheimer (Colletti et al. 2021; Wang et al. 2021). Estudos recentes
demonstraram que a APP controla a transcri¢do do fator neurotréfico derivado da linhagem
das células gliais nas fibras musculares, influenciando a formacdo de contatos
neuromusculares em camundongo (Colletti et al. 2021; Wang et al. 2021), sugerindo que o
APP esteja envolvido ndo apenas com a doenca de Alzheimer, mas também com a ELA. De
fato, a APP esta aumentada no muasculo do modelo murino da ELA familiar e de doentes com
a ELA esporadica, em ambos 0s casos proporcionalmente a intensidade dos sintomas clinicos
(Bryson et al. 2012; Koistinen et al. 2006), considerada entdo um marcador de evolucdo da
doenca (Steinacker et al. 2009). Neste contexto, a diminuigdo nos niveis de APP no nosso
estudo sugere o possivel papel das CTM como neuroprotetor na doenca.

A proteina CXCL12 (do inglés C-X-C Motif Chemokine Ligand 12) € uma quimiocina
presente na medula 6ssea que interage com os receptores CXCR4 e CXCR7 (Tashiro et al.
1993; Wang et al. 2016). No cérebro adulto, a CXCL12 e seu receptor CXCR4 sdo expressos

em células endoteliais, gliais e neurénios (Heinisch and Kirby 2010). A molécula estimula a



63

resposta inflamatoria por interferir com o sistema imunoldgico (Andrés-Benito et al. 2020).
A CXCL12 e o receptor CXCR7, mas ndo o CXCR4, estdo regulados positivamente em
neurodnios, astrocitos e endotélios na area da penumbra da isquemia cerebral, facilitando a
angiogénese, neurogénese e transmissdo sinaptica local (Ardelt et al. 2013; Zhang et al. 2018). A
quimiocina também promove a proliferagdo da glia radial e a migragdo de neuroblastos ao
longo do corpo caloso apds lesdo cerebral traumatica (Jaerve and Muller 2012; Mao et al.
2020). A CXCL12 atuando via receptores CXCR4 facilita o recrutamento de células
progenitoras para os locais das lesGes e apresenta papel importante na regeneracao do sistema
nervoso em resposta a diversas lesdes (Li et al. 2012; Li and Ransohoff 2008). Estudos
anteriores mostraram niveis aumentados da proteina CXCL12 no liquor de doentes com
esclerose multipla nos eventos de agudizacdo da doenca (Magliozzi et al. 2018), portanto
possivelmente associada a resposta inflamatoria prejudicial (Edwards et al. 2013). Por outro
lado, a CXCL12 é expressa principalmente em neur6nios motores da medula espinhal
humana, tendo sido observados niveis aumentados de mRNA e proteina CXCL12 nos
neurdnios motores remanescentes e glia do corno anterior da medula espinhal lombar pds
morte de doentes com ELA esporadica (Andres-Benito et al. 2020). Andrés-Benito e
colaboradores (2020) observaram aumento significativo nos niveis de CXCL12 no liquor de
doentes com ELA (Andres-Benito et al. 2020). Apds 30 dias da administracéo intratecal de
CTM, observamos um aumento nos niveis de CXCL12 no liquor de individuos com ELA.
Essa descoberta sugere uma possivel conexdo entre a neurodegeneragdo e a presenca dessa
proteina.

A molécula de adesdo de leucdcitos ativados, conhecida pela sigla ALCAM, foi
originalmente identificada como receptor transmembranico envolvido na ativacdo de células
T e posteriormente como membro da subfamilia de receptores de imunoglobulina de dominio
extracelular expressa em tumores (Weidle et al. 2010). Descrita também como ligante para o
CD6, essa importante na apresentacdo de antigeno (Bowen et al. 1995; Hassan, Barclay, and
Brown 2004; Nelissen et al. 2000; van Kempen et al. 2001) envolvida em muitos processos
desde a implantacdo de blastocistos, passando pela neurogénese, crescimento de neuritos e
invasdo de tumores(Swart 2002) parece desempenhar papel na esclerose multipla (Aruffo et
al. 1997; Tomita et al. 2000; Yonemura et al. 1998; Zimmerman et al. 2004) e doenga de
Alzheimer, nesta ultima inclusive demonstrou-se os niveis da ALCAM diminuidos nos seus
doentes (Whelan et al. 2019). Até agora, essas descricdes nos levam a considerar que a
diminuigdo nos niveis da ALCAM no liquor dos pacientes, 30 dias ap6s a injecdo de CTM

deste estudo, pode estar mais relacionada aos eventos neurodegenerativos da ELA.
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A alfa-2 macroglobulina (A2M), proteina da familia das Chaperonas, é componente
importante do sistema imunoldgico inato atuando como inibidor da pan-protease. Por se ligar
a proteinas com dobramento incorreto e propensas a agregacao, a A2M foi correlacionada a
patogénese da doenca de Alzheimer (Querfurth and LaFerla 2010; Zuroff et al. 2017), em
cujos sujeitos aumento na concentracdo plasmatica de A2M foi demonstrado por proteébmica
(Karch and Goate 2015; Zuroff et al. 2017). A desregulacdo da A2M no liquor de doentes
com ELA descrita no estudo € inédita na literatura a despeito da diminuicdo do seu RNA
mensageiro nas células mononucleares de doentes com ELA (Garofalo et al. 2020).

As moléculas APOAL, APOB, APOE, CHI3L1 e NCAM1, mostraram-se
desreguladas no liquor de doentes com a ELA 30 dias ap6s a infusdo de CTM, indentificadas
pela protebmica, ja foram descritas como envolvidas em processos fisiol6gicos no sistema
nervoso ou fisiopatologicos de doencas neuroldgicas (Ho, Hartmann, and Ling 2022; Berezin
et al. 2014; Li et al. 2023).

As apolipoproteinas APOA1, APOB e APOE, capazes de cruzar as barreiras
encefalicas, identificadas no plasma e liquor (Li et al. 2017), ja foram apontadas como
biomarcadores de diagnéstico e prognostico na ELA (Ingre et al. 2020; Thompson, Talbot,
and Turner 2021).

A APOAL1 é a principal proteina estrutural da lipoproteina de alta densidade, também
conhecida por HDL. A APOAL pode ativar a lecitina colesterol aciltransferase e esta
intimamente envolvida na supressao da reacdo inflamatoria, na protecao do endotélio vascular
e na regulacdo da resposta imune e foi correlacionada como fator protetor na doenca de
Alzheimer (Li et al. 2017). Ainda, o aumento no quociente dos colester6is LDL/HDL foi
correlacionado com o aumento da sobrevida na ELA (Dupuis et al. 2008; Sutedja et al. 2011).
Claramente, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer a relacdo entre os niveis de
lipidios plasmaticos na ELA.

A APOE é a principal apolipoproteina do sistema nervoso central, sendo altamente
expressa no cerebro, (Linton et al. 1991). As lipoproteinas contendo ApoE secretadas pelos
astrocitos ligam-se aos receptores de lipoproteinas e sdo absorvidas pelos neur6nios, onde
atuam na homeostase do colesterol (Mahley, Weisgraber, and Huang 2006). Neur6nios
podem expressar apoE sob certas condi¢des, como leséo excitotoxica (Xu et al. 1999). Apesar
da relagdo da apoE com a doenga de Alzheimer de inicio tardio é amplamente conhecida,
sendo a sua isoforma €4 o principal fator de risco (Corder et al. 1993; Schmechel et al. 1993),
o0s estudos sobre a influéncia do gend6tipo apoE na ELA tém resultados conflitantes (Jawaid

et al. 2011; Praline et al. 2011). Estudo recente que empregou larga coorte de doentes
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franceses com ELA esporadica e controles pareados indicou que o alelo APOE -g4 estava
associado ao risco aumentado de ELA de inicio bulbar em homens (Praline et al. 2011).

Neste sentido, os resultados obtidos no nosso estudo acerca da desregulacdo das
lipoproteinas APOA1, APOB, APOE no liquor de doentes com a ELA 30 dias apés a injecao
tecal de CTM representa uma contribuigdo original, contudo néo se € possivel identificar com
clareza se tais desregulacdes estariam refletindo a presenga das CTM injetadas ou os eventos
neurodegenerativos/neuroprotetivos da doenca.

A proteina 1 do tipo quitinase-3 (CHI3L1), também conhecida como YKL-40, é
produzida por microglia e astrocitos reativos e associada a modulagdo da neuroinflamacao
durante a progressdo de doencas (Sutherland 2018). Niveis e atividade aumentados de
quitinases foram descritos em biofluidos de doentes com esclerose multipla (Hinsinger et al.
2015; Bonneh-Barkay et al. 2010) e doenca de Alzheimer (Bonneh-Barkay et al. 2010; Rosén
et al. 2014). Vu e colaboradores (2020) observaram elevacdo da CHI3L1 nos doentes com
ELA, dado esse em linha (Bonneh-Barkay et al. 2010; Varghese et al. 2013) (Thompson et
al. 2019; Oeckl et al. 2019) ou contraditorios (Gille et al. 2019). Adicionalmente, estudo
recente correlacionou o aumento da CHI3L1 no liquor de doentes com ELA com o inicio da
sintomatologia da doenca (Abu-Rumeileh et al. 2019). Pelo exposto, a diminui¢do nos niveis
de CHI3L1 no nosso estudo ressalta o possivel papel da molécula pela presenca das CTM,
sem afastar, até esse momento, sua regulacao pelo processo neurodegenerativo em si.

A molécula de adesdo celular neuronal 1 (NCAM1) participa da adesdo e do
crescimento neuritico durante o desenvolvimento do sistema nervoso e plasticidade sinaptica
no cérebro do adulto (Liddelow and Hoyer 2016). E possivel que a desregulacdo da NCAM1
no liquor dos doentes ELA 30 dias apds a infusdo tecal das CTM esteja relacionada as CTM
injetadas, visto que nao foi observada alteracdes no liquor de doentes ELA comparado com

controles em trabalho anterior (Werdelin et al. 1989).

5.3.  Biomarcadores moleculares dos efeitos das CTM no liquor de doentes com ELA

A protedmica associada ao Luminex mostraram-se promissoras na avaliagdo da
presenca das CTM no liquor de doentes com a ELA 30 dias ap6s a infusdo intratecal das
células. A metodologia a luz das informacdes sobre as moléculas descritas na literatura foi
capaz de dar indicativos acerca da relacdo das moléculas ressaltadas com a presenca das CTM
no liquor ou com o processo neurodegenerativo em curso na ELA. Deste modo, este estudo é
pioneiro e original neste tipo de descricao.

Como dito acima, dentre as 220 moléculas desreguladas no liquor dos sujeitos ELA
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30 dias apds a infusdo intratecal de CTM, onze delas foram ressaltadas pelas modulacoes
moleculares empregadas, especificamente as moléculas A2M, ALCAM, APOA1, APOB,
APOE, APP, CHI3L1, CXCL12, MMP2, NCAML1 e SPARC. Os niveis dessas moléculas
detectados pela técnica do Luminex no liquor dos sujeitos antes e 30 dias apos da infusdo de
CTM no liquor foram confrotados com os resultados da protedmica. Interessante foi a
correlacdo dos resultados de dez dentre as onze moléculas em relagdo as duas metodologias,
salvaguardando alguns detalhes discutidos a seguir. O resultado final das analises ressalta
fortemente a importancia dessas células como biomarcadores do desafio experimental do
ensaio clinico do estudo.

A regulagdo apontada pelo Luminex foi absolutamente coincidente com a
protedmica em cindo das onze moléculas tendo como base toda a coorte de 24 sujeitos do
estudo, de modo que as proteinas ALCAM, APP, CXCL12, MMP2 e SPARC adiquiriram
significado especial acerca da presenca das CTM no liquor dos sujeitos independetemente
das possiveis interferéncias da inerente hetereogeneidade clinica da ELA (Grad et al. 2017)
como discutido acima e complementado aqui, a luz das descri¢des encontradas na literatura,
as moléculas SPARC, MMP2, CXCL12, ALCAM estariam possivelmente envolvidas com
0s eventos neurodegenerativos em curso (Andrés-Benito et al. 2020; Whelan et al. 2019)
(Collins et al. 2015; Niebroj-Dobosz et al. 2010), enquanto que a APP por apresentar uma
diminuicdo na sua concentracdo possivelmente esta relacionada com a presenca das CTM
entregues no liquor dos doentes ELA (Rabinovich-Toidman et al. 2012).

As moléculas restantes, dentre as onze ressaltadas, especificamente as APOAL,
APOB, APOE, CHI3L1, NCAM1 e A2M, ndo tiveram os seus resultados dos niveis das
proteinas pelo Luminex perfeitamente coincidentes com as suas regulacdes apontadas pela
protedmica considerando toda a coorte de 24 sujeitos ELA do estudo.

De fato, a regulacdo da A2M pelo Luminex (regulacdo negativa) foi inversa aquela
apontada pela protedmica (regulacdo positiva). Encontramos na literatura apenas um estudo
que avaliou a A2M no liquor de doentes com ELA. No entanto, o objetivo desse estudo foi
investigar a permeabilidade da barreira hematoencefélica em diversas doencas, e resultados
significativos no caso da ELA néo foram encontrados (Meucci et al. 1993).

Adicionalmente, os niveis das moléculas APOAL, APOB, APOE, CHI3L1 e
NCAML1 apontados pelo Luminex 30 dias apos a infusdo intratecal de CTM ndo se mostrram
desreguladas na corte dos 24 sujeitos ELA, a despeito da desregulacéo delas apresentada pela
protedmica. E possivel que a hetereogeneidade clinica entre os sujeitos ELA, como dito

anteriormente, marca registrada da doenca, tenha influenciado nos niveis proteicos, com
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diferengas estatisticas captadas pela protedmica, porém, ndo captadas pelo Luminex.
Ressalta-se, como dito anteriormente nesse texto, diferencas técnicas entre as duas
metodologias de identificacacdo de niveis de proteinas podem justificar essas aparentes
discrepancias nos resultados como discutido na literatura (Boja et al. 2014). Tal explicacdo
deve também justificar a aparente discrepancia nos resultados da A2M, cujos resultados
parecem indicar um nivel muito pequeno de variabilidade entre 0s sujeitos que, por diferencas
metodoldgicas, apontou regulacGes positiva e negativa da molécula pela protedmica e
Luminex, respectivamente.

Neste sentido, especialmente importantes foram os resultados obtidos pela
estratificacdo dos resultados dos sujeitos 30 dias ap06s a entrega das CTM a partir da média
dos resultados da média dos niveis proteicos dos sujeitos 30 dias anteriores a infusdo de
células, naqueles casos (APOAL, APOB, APOE, CHI3L1 e NCAML1) em que 0 Luminex nao
apontou diferencas estatisticas dentre as moléculas desreguladas apontadas pela protedmica,
considerando a coorte inteira de 24 sujeitos. Dentre as cinco moléculas, as APOAL, APOE e
a CHI3L1 tiveram regulacBes estatisticas nos estratos, regulacdo positiva ou negativa,
coincidentes com as regulacdes apontadas pela protedmica, confirmando o que foi dito acima
sobre a possivel interferéncia da variabilidade dos resultados, em funcdo da inerente
hetereogeneidade clinica, do Luminex em relagdo a protedbmica. E possivel que de alguma
forma esta explicacdo também se aplique as moléculas APOB e NCAM1 que continuaram a
ndo se mostrar desreguladas nos estratos dos resultados do Luminex, a despeito da
desregulacdo delas apontadas na coorte inteira de 24 sujeitos pela protedmica.

Especialmente importante foi a observacdo de que dentre as onze moléculas
destacadas, independentemente das suas possiveis relagbes com 0s processos
neurodegenerativos ou com 0s mecanismos da CTM, algo que ainda carece de elucidagdo em
estudos futuros, as moléculas APP, MMP2, CHI3L1, CXCL12, SPARC, APOB ja foram
descritas como desreguladas no liquor de doentes ELA em estudos clinicos controlados
(Steinacker et al. 2009; Niebroj-Dobosz et al. 2010; Collins et al. 2015; Thompson et al. 2019;
Andres-Benito et al. 2020; Oh, Jang, and Na 2023) de modo que as moléculas APOAL,
APOE, A2M, NCAM1, ALCAM desreguladas no liquor de doentes ELA representam
contribuicdo original do presente estudo e sugerimos que sejam exploradas como

biomarcador na ELA.
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6. CONCLUSOES

1 A andlise de protedmica identificou 220 moléculas desreguladas no liquor de doentes
com ELA 30 dias ap06s injecdo tecal de CTM autdlogas.

2. Os métodos de modelagem molecular mostram-se adequados no apontamento de
proteinas e mecanismos relevantes a partir do conjunto de moléculas desreguladas
apresentadas pela protedmica.

3. A modelagem molecular destacou os mecanismos relacionados a adesdo celular e a
matriz extracelular, bem como as moléculas A2M, ALCAM, APOA1, APOB, APOE APP,
CHI3L1, CXCL12, MMP2, NCAM1 e SPARC a partir de analises no liquor dos sujeitos ELA
30 dias ap0s a injecdo intratecal de CTMs. Estudos futuros poderdo indicar com precisdo a
relacdo dos mecanismos e moléculas real¢adas a presenca intratecal das CTMs, aos eventos
neurodegenerativos ou a interacdo de ambos e, desta forma, direcionar as moléculas como

biomarcadores dessas situacdes bioldgicas nos tratamentos com CTM aut6logas na ELA.
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