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“A duvida é o principio da sabedoria.”
(Aristoteles)



RESUMO

A Sindrome de Guillian-Barré (SGB) é uma polirradiculoneuropatia aguda,
monofésica, e desde a erradicacao da poliomielite é a principal causa de paralisia no
mundo. Essa sindrome possui um componente autoimune caracterizado, em parte,
pelo mimetismo molecular com a producédo de anticorpos que causam severos danos
aos nervos periféricos. Tal dano resulta em sintomas, que incluem paralisia flacida
aguda. Cerca de 30% dos casos necessitam de assisténcia respiratéria. Os casos de
SGB geralmente séo precedidos por agentes de infeccdo, como Campylobacter jejuni
e virus. Parece que a patogénese de C. jejuni em SGB esta associada a anticorpos
anti-gangliosideos, que reagem de forma cruzada com os gangliosideos presentes no
axolemma do nervo, principalmente nos nervos periféricos. O presente estudo teve
como objetivo analisar bibliotecas transcriptdmicas de casos com SGB oriundas do
sangue periférico, diagnosticados com diferentes subtipos (Desmielinizante, Axonal e
Miller-Fisher), a fim de identificar genes e vias relacionados ao desenvolvimento de
SGB e potencias alvos de modulgéo. Para isso, foram obtidas 24 bibliotecas de 12
pacientes diagnosticados com SGB e um caso espanhol. A andlise de qualidade,
alinhamento, montagem, expressdo global e redes de interacdo de genes foram
realizadas usando os programas FastQC, Bowtie, TopHat, HTSeq, edgeR, RedeR.
Identificamos genes diferencialmente expressos que permitiram 0 mapeamento de
vias relacionadas a inflamacé&o e resposta imune, tais como Jak-STAT, sinalizagéo de
receptores de células B e T, receptores Toll-like, além imunoglobulinas IgG e
receptores associados. Além disso, encontramos genes com potencial para
biomarcadores e alvos terapéuticos, com destaque para EGR1 e 2, HBEGF e
SIGLEC1. Esses resultados fornecem uma visdo panoramica das possiveis respostas

durante o curso de SGB.

Palavras-chave: Alvos-terapéuticos. Biomarcadores. Sangue periférico. Sindrome de

Guillian-Barré. Transcriptomica.



ABSTRACT

Guillain-Barré syndrome (GBS) is an acute polyradiculoneuropathy, monophasic, and
since the eradication of poliomyelitis is the principal cause of paralysis in the world.
This syndrome seems to have an autoimmune component characterized, in part, by
molecular mimicry with production of antibodies that causes severe damage to
peripheral nerves. Such damage results in symptoms, which include acute flaccid
paralysis. About 30% of the cases need respiratory assistance. GBS cases is usually
preceded by infection agents, such as Campylobacter jejuni and viral infections. It
seems that the pathogenesis of C. jejuni in GBS is associated with anti-gangliosides
antibodies, which cross react with gangliosides present in the nerve axolemma, mainly
in the peripheral nerves. Hence, the present study aimed to analyze transcriptomic
libraries from patients with GBS, diagnosed with the different subtypes (demyelinating,
axonal and Miller-Fisher), in order to identify genes and key pathways related to GBS
development and potential target for modulation. For this, 24 libraries were obtained
from 12 Brazilian cases and a Spanish case. The quality analysis, alignment,
assembly, global gene expression and network were performed using FastQC, Bowtie,
TopHat, HTSeq, edgeR and RedeR. We idenfy genes were differentially expressed
between symptomatic and the recovery phase (p<0.01 and fold change 1). Transcript
annotation based on GO and KEGG terms showed changes in expression of genes
related to inflammation, as Jak-STAT, B and T cell receptor signaling, Toll-like, in
addition to 1lgG immunoglobulins and associated receptors. Also, pathways related to
neurodegenerative, autoimmune and infectious diseases were enriched during
symptomatic phase when compared to recovery phase. We suggest EGR2, HBGF e
SIGLEC1 as potentials progression biomarkers in SGB and therapeutic targets. These

results provide an overview of possible responses during the course of GBS.

Palavras-chave: Biomarkers. Guillian-Barré Syndrome. Peripheral Blood.
Transcptomes. Therapeutic targets.
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1 INTRODUCAO

George Guillain, Jean Alexandre Barré e André Strohl descreveram a
sindrome de Guillain-Barré (SGB) em 1916. Trata-se de uma doenca precedida por
infeccdo ou outro estimulo imunogénico que induz uma resposta imune aberrante
contra alvos dos nervos periféricos e/ou raizes nervosas (UNCINE, 2015). Tais danos
resultam em quadro clinico caracterizado por paralisia flacida e arreflexia que, em
casos graves, culmina em complicag6es na degluticdo e no trato respiratorio, podendo
levar ao obito (WILLISON; JACOBS; VAN DOORN, 2016). Segundo a literatura, ap0s
a erradicacao da paralisia infantil essa sindrome se apresenta como principal causa
de paralisia flacida no mundo (VAN DOORN; RUTS; JACOBS, 2008; MCGROGAN et
al., 2009). Ela apresenta um curso monofasico e € autolimitada sem reincidéncia.
Entretanto 20% dos casos ficam com sequelas e aproximadamente 5% falecem,
mesmo sob tratamento. A figura 1 apresenta modelo proposto para o surgimento e

progresséo de SGB.

Figura 1. Modelo de surgimento e progressao de SGB, a recuperacao de sequelas para alguns

casos pode levar anos.

Severidade

\
T

/ /\
/ X —

T T T T T || T T T T

Semanas Meses Anos

Anticorpos séricos para os gangliosideos
Progressao Fase Platour Fase de recuperagéo Inabilidade

Fonte: Adaptado de WILLISON, JACOBS e VAN DOORN, 2016.

A incidéncia estimada de SGB ¢é de 0,8 a 1,9 casos por 100.000 habitantes

por ano, com relatos de flutuagcbes sazonais ou epidémicas, principalmente

16



associados a agentes infecciosos e campanhas de vacinacdo (WEBB et al., 2014;
GHADERI et al., 2015). Além dessas causas classicas, no final da década de 90 a
comunidade cientifica comegou a observar casos de SGB por conta de tratamento
com base em bloqueadores de TNF (MOHAN et al., 2001). O principal responsavel
por cerca de 1/3 dos casos descritos relacionados ao desencadeamento desta doenca
autoimune é a bactéria Campylobacter jejuni (HUIZINGA et al., 2015). Nesses casos,
0s danos estdo relacionados ao mimetismo molecular do antigeno da membrana
externa de C. jejuni com gangliosideos presentes nos nervos periféricos (WILLISON;
JACOBS; VAN DOORN, 2016).

Em certos casos os pacientes com SGB se recuperam sem apresentar
qualguer sequela, embora seja necessario um intensivo tratamento, principalmente
para evitar as complicacdes que podem levar a ébito. Existem duas principais terapias
usadas por meédicos: uma baseada em plasmaférese e outra na utilizacdo de
imunoglobulinas.

O uso de modelos animais foi importante para a caracterizacdo dos
mecanismos das lesdes aos nervos deferidos pelo sistema imune adaptado. No
entanto, ainda ndo se sabem quais mecanismos podem levar a respostas persistentes
demonstradas por células B e T. Logo, pouco se sabe sobre as vias do sistema inato
gue possam estar influenciando o quadro caracteristico de SGB.

Por outro lado, em diversas doencas autoimunes ja sdo conhecidos quais
receptores celulares do sistema inato estdo apresentando uma resposta
desbalanceada. Tais receptores tém sido alvos de muitos estudos, principalmente por
serem provaveis alvos para construcdo de terapias mais eficientes ou mesmo
entender de forma adequada como o desequilibrio caracteristico de doencas
autoimunes é gerado. Em alguns casos essas moléculas sao relacionadas a uma pré-
disposicédo por apresentarem polimorfismo ou maior frequéncia alélica. Para SGB,
muito pouco é conhecido acerca desses marcadores genéticos ou a origem desse
desequilibrio, sendo que no caso dos marcadores os achados séo controversos.

Os bancos de dados biolégicos publicos ja disponibilizam bibliotecas
transcriptémicas, tanto relacionadas a SGB, como outras doencas autoimunes. Tais
bibliotecas representam importantes fontes de dados que podem fornecer indicios
para explicar a principal origem dos mecanismos que caracterizam SGB. Além disso,

sua analise mais detalhada por meio da bioinformatica e da biologia de sistemas pode
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servir como base para criagdo de estratégias experimentais para um melhor
entendimento desta sindrome e pode também elencar novos alvos para criacdo de
alternativas terapéuticas. Portanto, o presente trabalho analisou dados oriundos de
bibliotecas de transcriptémicas disponiveis em bancos de dados publicos, assim como
dados gerados pelo Instituto de Medicina Tropical do Rio Grande do Norte (IMT-RN)
de pacientes com SGB, para propor 0s possiveis mecanismos basicos proeminentes
no desencadear desta doenca, bem como a identificacdo de redes génicas visando a

busca de alvos terapéuticos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome de Guillain-Barré - Estado da arte

A sindrome de Guillain-Barré foi descrita pela primeira vez em 1916 e € uma
desordem de cunho autoimune rara, apresentando baixa incidéncia (GUILLAIN;
STROH, 1916; LISRAELI et al.,, 2012; ANSAR; VALADI, 2015). Ela demonstra
predominéancia em homens idosos. A SGB apresenta alguns sub-tipos e variagbes
destes, entre os quais destacam-se: Axonal, Desmielinizante e Miller-Fischer (ANSAR
e VALADI, 2015). Ainda, pode haver os tipos de neuropatia axonal motora, sensitiva
aguda e mais recentemente forma severa associada a criancas (SAUTER et al., 2015;
PONS et al., 2015). Em estudo realizado por Dourado Junior (2015) no estado do Rio
Grande do Norte - Brasil, a incidéncia foi de 0.3/100.000 com predominancia para a
forma desmielinizante em jovens.

Os subtipos de SGB séao classificados pelos danos causados aos nervos
periféricos. Danos aos axdnios nos nddulos de Ranvier e placa motora, séo
caracteristicas do subtipo Axonal, enquanto que na subforma Desmielinizante o dano
€ direcionado a camada de mielina (FIGURA 2). A forma Axonal é de lenta
regeneracao, podendo apresentar sequelas. J& o processo de remielinizacdo ocorre
de forma rapida e naturalmente (WILLISON; JACOBS; VAN DOORN, 2016). A
eletroneuromiografia € uma importante ferramenta clinica para diferenciar as variantes
desmielinizante e axonal (DOURADO JUNIOR, 2015).

O desenvolvimento dessa doenga autoimune ocorre apos quadro de infecgao,
administracdo de vacinas ou tratamento com bloqueadores de TNF. De modo geral

SGB é precedida principalmente por infeccdes no trato respiratério e gastrointestinal
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(ISRELI et al., 2012). Pelo menos 1/3 dos casos estdo relacionados a infec¢do por
Campylobacter jejuni (ISRELI et al., 2012). Também ha relatos apos infeccbes por
outros agentes infecciosos: citomegalovirus, virus Epstein-Barr, virus varicela-zoster,
Mycoplasma pneumoniae, influenza A e B, chikungunya, herpes e, mais
recentemente, o virus Zika (LEBRUN et al., 2009; LOLY et al., 2009; IQBAL et al.,
2015; PATEL et al., 2015).

Figura 2. Modelo das danos causados aos nervos periféricos em SGB, para as subformas

Desmielinizante e Axonal.

| Guillain-Barré |

I

Desmielinizante - Nervo Axonal - Nervo motor na
Nervo motor normal
motor na fase aguda fase aguda

Danos a membrana de

i Danos a membrana axonal
mielina

Fonte: Adaptado de WILLISON, JACOBS; VAN DOORN, 2016.

O subtipo axonal, apesar de menos frequente, esta melhor caracterizado.
Esse subtipo se da via mimetismo molecular do lipooligossacarideo (LOS) de origem
bacteriana aos gangliosideos presentes em elevadas quantidades nos nervos
periféricos, induzindo a formacgéo de anti-GM1 (ISRELI et al., 2012). Esse modelo € o
proposto para infeccdes por C. jejuni. Para infec¢des virais, acredita-se que seja por
mimetismo molecular de estruturas presentes no capsideo por incorporacdo de
gangliosideos durante o processo de infeccdo, levando ao surgimento da SGB.

Entretanto, para o subtipo desmielinizante, a cascata imunolégica ndo esta
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totalemente compreendida. No que se refere a origem via tratamento com anti-Fator
de necrose tumoral (anti-TNF, sigla em inglés), o processo de desencadeamento
ainda nao é compreendido.

Com a formacao desses autoanticorpos IgG (GM1, GD1a e GD1b) circulantes,
€ ativada a imunizacao contra os gangliosideos presentes principalmente no axénio
de nervos motores periféricos (ASTHANA et al., 2015). A presenca de determinados
tipos de autoanticopos ja € correlacionada ao subtipo especifico de GBS (KOGA et al.,
2015). Esse quadro culmina em danos nessas estruturas desferidas por células T
autoreativas (ZHANG et al., 2015). O resultado é uma série de impedimentos fisicos,
tais como fraqueza muscular, paralisia facial, por vezes dificuldade em respirar, entre
outros (WINER, 2014). No tocante ao tratamento, a primeira forma terapéutica
disponivel foi a plasmaférese. Esta tem como intuito a retirada do excesso substancias
pré-inflamatorias, tais como autoanticorpos e citocinas. A outra forma de tratamento
baseia-se na utilizacdo de imunoglobulinas IgEV. Assim, acredita-se que ocorra 0
blogueio de receptores IgG-like e de anticorpos, podendo também permear um retorno
ao controle da resposta imune (DOURADO JUNIOR, 2015). Embora ja se tenha as
formas de tratamentos citados, € importante o desenvolvimento de terapias que sejam
especificas ao subtipo de SGB.

Assim como para outras autoimunes, a ocorréncia de SGB esta associada a
alguns fatores de risco. Tais fatores estdo correlacionados a fatores ambientais e
genéticos. O primeiro engloba infec¢des e imunizagdo, aos quais ja foram citados os
principais patdgenos e vacinas relacionadas ao surgimento de SGB. Ghaderi e
colaboradores (2015) afirmam que o risco para o surgimento de SGB aumenta durante
pandemias. No entanto, segundo estes mesmos autores ndo houve esse aumento na
campanha de imunizagdo de Influenza A subtipo HIN1 (H1N1). Existem também,
relatos que correlacionam variacdes sazonais a aumento na incidéncia de SGB,
contudo esse ainda € um dado controverso (WEBB et al., 2015; VERITY et al., 2014).

No Nordeste brasileiro houve aumento na flutuagcdo do nimero de casos de
SGB, que se acredita estarem relacionados aos surtos de infeccao pelo virus da Zika.
Alguns pacientes com SGB tiveram testes positivos confirmados para o virus com
base em ELISA e gPCR (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015). Contudo, necessita-
se de estudos mais conclusivos para tal correlacdo. Em 2013, ocorreu um surto de

casos de febre Zika na Polinésia Francesa correlacionado ao aumento na incidéncia
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de GBS (IOOS et al., 2013). Como o vetor desse virus € 0 Aedes aegypti, mesmo
carreador do virus Chikungunya e da dengue, o aumento também foi atrelado ao virus
da dengue.

Bibliotecas de transcriptomas de pacientes com GBS, utilizando a técnica de
RNA-Seq, foram obtidas durante o estudo desenvolvido por Dourado Junior (2015).
Neste, foi realizada uma comparacao entre os perfis de pacientes durante as fases
aguda e de recuperacao da sindrome, em casos do estado do Rio Grande do Norte.
Os resultados demonstraram alguns genes tendo sua expresséo influenciadas, além
de ampliar o conhecimento em algumas das vias. Outro trabalho utilizando RNA-Seq
foi disponibilizado no NCBI/Gene Expression Omnibus sob n° GSE72748 em 05 de
setembro de 2015 por um grupo espanhol com um paciente acometido por GBS e seu
gémeo sadio (DONCEL-PEREZ et al., 2016). Tais trabalhos figuram importante fonte
de dados para o fornecimento de pistas que possam levar a um melhor entendimento
dos fatores moleculares que podem levar a patogenia de SGB.

Com base no que foi descrito para SGB percebe-se que ainda é um desafio
no estudo dessa doenca autoimune quais os fatores genéticos e moleculares
proeminentes que resultam em seu desencadeamento. Trés pontos podem ser
destacados para o estudo com SGB: (i) o entendimento dos mecanismos que levam
a esta sindrome; (ii) a persisténcia da resposta imune aguda; e (iii) sua néo
recorréncia. A elucidacdo destes pontos pode levar a geracdo de terapias mais
eficientes.

2.2 Doencas autoimunes

O reconhecimento de moléculas estranhas ao organismo é um processo
imprescindivel para humanos e outros seres vivos. Os antigenos sdo reconhecidos e
processados por células do sistema imunoldgico inato, apds sua apresentacdo as
células humorais (resposta adaptativa) e, em um periodo que varia de alguns dias a
meses, culmina na resolugcdo da infeccdo. Té&o importante quanto reconhecer
moléculas estranhas ao organismo, é o controle da auto-reatividade, ou seja, 0 nao
reconhecimento de tecidos sadios do préprio organismo. A perda de tal capacidade

resulta em doencas autoimunes (SINHA et al., 1990).
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Desde de sua primeira descricdo, a comunidade cientifica tem procurado
entender as bases para o surgimento e estabelecimento de doencas autoimunes
(MARRACK; KAPPLER; KOTZIN, 2001). Entretanto, tal tarefa tem se mostrado
laboriosa devido a baixa incidéncia de algumas delas. A artrite reumatoide (AR) e o
Lapus Eritematoso Sistémico (LES) sdo exemplos de excec¢des, pois sdo bem
descritas e com vasta literatura disponivel (OKADA et al., 2014; INES et al., 2015).

Segundo Sinha e colaboradores (1990) doengas autoimunes apresentam
duas grandes classificacbes: Orgdos-especificas e multissistémicas. As primeiras
caracterizam-se por serem 6rgao/tecidos especificas, sendo a SGB um exemplo. No
segundo caso ocorre a produgao de “autoanticorpos” que reconhecem moléculas que
fazem parte de processos comuns entre os tecidos, tais como, replicacdo e
transcricdo, como ocorre em LES. Contudo, para Mackay e Rosen (2001) a
classificagdo com base nos mecanismos que levam a um tipo especifico de autoimune
€ mais adequada. Além disso, os mesmos autores afirmam que a classificacdo
proposta anteriormente apresenta utilidade apenas do ponto de vista clinico.

O surgimento de doencas autoimunes ndo é completamente entendido.
Atualmente, sabe-se que pode compreender a exposi¢ao prévia a agentes infecciosos
(infeccao natural ou apresentacédo por vacinas), advindas por tratamento com agentes
bioldgicos (ex: terapias baseadas em bloqueio de TNF), fatores genéticos e
ambientais (PEREZ-ALVAREZ et al., 2013; VERITY et al., 2014; PATEL et al., 2015).
Essas caracteristicas tém impactos no desenvolvimento de tratamentos e drogas que
levem a uma resolucdo rapida de tais enfermidades. Por vezes o tempo
demasiadamente longo da recuperacdo culmina em sequelas aos pacientes. Desde
sua descoberta, os receptores de células do sistema imune inato tém sido alvos de
estudos para tentar buscar explicacées sobre os desequilibrios que levam as doencas

autoimunes, ou seja, a fonte do problema que gera células B e T autoreativas.

2.3 Vias do sistema imune inato relacionadas a doencgas autoimunes

Como mencionado anteriormente, o desencadeamento das doencas
autoimunes esta relacionado a uma desarmonia no controle da resposta imunoldgica,
ou seja, descontrole do sistema imune inato ou problemas na destruicao de linfocitos

autoreativos (BLANCO et al., 2008). Esse desequilibrio € resultante da producao
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exacerbada de proteinas (pertencentes ao sistema do complemento), citocinas e
guimiocinas, reflexo do controle inadequado das vias relacionadas a inflamacédo. Esse
cenario culmina na ativacdo de linfécitos ou ainda na producéo inadequada dessas
células, podendo haver producdo de linfocitos anémalos (RABINOVICH; CROCI,
2012).

As células responsaveis pela defesa do corpo compreendem alguns tipos, sdo
denominadas coletivamente de Leucdcitos (FIGURA 3). Sdo subclassificadas em
Granulosas e Hialinas, devido morfologia celular e constituicdo. Incluem células
relacionados a resposta imune inata, como as células Dendriticas, Macrofagos,
Mastacitos, Basofilos, Eosindfilos e Neutrdéfilos. Ainda relacionadas a resposta inata,
pode-se citar as proteinas do sistema do complemento. As células B e T compdem o
sistema imune adaptativo. Desequilibrios ou respostas aberrantes nesses tipos
celulares estédo relacionados a doencas autoimunes.

As vias nas células citadas acima sado relatadas como estando ativas em
doencas autoimunes. Desde a década de 90, o complexo de histocompatibilidade
(MHC) é relatado como ativo em tais enfermidades. O MHC-I e Il sdo responsaveis
pelo reconhecimento e apresentacdo de antigenos de natureza peptidica as células T
CD8+ e CDA4+, respectivamente (NEEFJES et al., 2011). As moléculas pertencentes
a esse complexo sdo virtualmente presentes na superficie de todas as células do
corpo (KURTS et al., 2010).

Figura 3. Modelo contendo as células responsaveis pela imunidade. Apresenta o conjunto de

Leucécitos e citacdo ao sistema do complemento.
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Em MHC-I, desde do processamento até a apresentacdo, o antigeno passa
por alguns compartimentos celulares responsaveis por certas etapas. Inicialmente as
proteinas/peptideos sao degradadas por proteases presentes no nucleo ou citoplasma
e os fragmentos obtidos sdo translocados para reticulo endoplasmatico (RE), onde
ocorre formacdo do complexo antigeno-proteinas assistido por proteinas do tipo
chaperonas. Caso uma falha na formacao deste complexo ocorra, o peptideo deixa o
ER e volta para o citosol para degradacado (ROELSE et al., 1994).

O MHC-I é codificado por trés genes: Human Leukocyte Antigen (HLA)-A,
HLA-B e HLA-C (KURTS et al., 2010). Os trés genes apresentam 8 éxons, sendo 0s
éxons 3 e 4 as regifes onde podem ocorrer polimorfismos. Essas modificacdes estao
relacionadas a especificidade da ligacdo, assim aumentando as possibilidades de
reconhecimento de peptideos. Relatos demonstram uma maior expressao de HLA-A
e HLA-B em circunstancias normais. As proteinas codificadas por tais genes séo
heterodimeros constituidos por uma cadeia leve e uma pesada, a primeira é
responsavel por ancoragem na membrana plasméatica e a segunda pelo
reconhecimento do antigeno. J& foram encontrados polimorfismos em tais genes que
podem estar relacionados ao aumento de suscetibilidade a autoimunes (PAL;
BANERJEE, 2015).

Variados tipos celulares séo responsaveis pelo reconhecimento e posterior
apresentacdo via MHC de moléculas estranhas (SANTEGOETS et al., 2011).
Entretanto, dentre esses tipos celulares os dendritos vém ganhando atencéo por
apresentarem relacdo com o surgimento das doencas autoimunes. Em trabalho de
revisdo, Blanco e colaboradores (2008) citam que desequilibrios nessas células ja
foram relacionadas a essas doencgas. Ainda, acredita-se que elas sao as principais
células responsaveis pela criagao de uma “ponte” entre a resposta inata e a adaptativa
(VLIET et al., 2008).

Esse tipo celular, assim como outros, apresenta vias para o reconhecimento
de padrdes moleculares relacionados a microbios (do inglés pathogen-associated
molecular patterns, PAMPS). Tais vias sdo compostas por: receptores Toll-like (TLRsS),
receptores lectinas do tipo C (CLRs), nucleotide-binding oligomerization domain
(NOD)-like receptors (NLRs) e retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like-receptors
(RLRs) (IWASAKI; MEDZHITOV, 2010). Aléem disso, a ativagdo dessas vias pode

estar associada ao reconhecimento de padrées moleculares associados a danos

24



(damage-associated molecular patterns - DAMPs) (LIU et al., 2014). Estas sao
responsaveis pelo surgimento de respostas adequadas e especificas ao agente
infeccioso, ou seja, sdo o ponto de modulagdo do sistema imune inato, além de
constituirem uma “ponte” para geracdo da resposta imune adaptativa
(GEIJTENBEEK; GRINGHUIS, 2009; VARKI, 2011).

Receptores Toll-like sdo descritos na literatura como envolvidos com doencas
autoimunes, tais como Esclerose Mdltipla (EM), LES, entre outras (VOLLMER et al.,
2005; VAN LIESHOUT et al.,, 2009). Ativacdo dessa via resulta no aumento da
producdo de citocinas e quimiocinas. Por apresentar tal funcéo, eles podem ter
importante papel na geracdo do desequilibrio que desencadeiam estas doencas
(CHEN; SZODORAY; ZEHER, 2015). Receptores Toll-like sdo glicoproteinas integrais
de membrana ou intracelulares, apresentando dominio N-terminal de reconhecimento
de PAMPs/DAMPSs, regido de interacdo com a membrana e dominio C-terminal
relacionado a ativacdo a jusante (upstream) da sinalizacao (LIU et al., 2014).

Os TLRs podem ser distinguidos por sua localizagédo, nivel de expressao e
especificidade de ligacdo (FIGURA 4). TLR1, 2, 4, 5, 6 e 10 sdo exemplos de
receptores extracelulares associados a membrana plasmatica, ligados ao
reconhecimento de padrdes moleculares bacterianos (TAKEDA; AKIRA, 2005;
KAWAI; AKIRA, 2011). TLR3, 7, 8 e 9 sao encontrados em compartimentos
intracelulares e sao responsaveis pelo reconhecimento de &cidos nucleicos advindos
de virus, bactérias e células do proprio hospedeiro (CHEN; SZODORAY; ZEHER,
2015). Inicialmente os membros intracelulares eram os mais estudados para fins
terapéuticos, contudo trabalhos recentes tém focado TRL2 e 4 em doencas
autoimunes (LIU et al., 2014).

Adicionalmente, os TLRs ativam vias de sinalizacao de diferenciacdo mieldide
de resposta primaria (MyD88) e TIR-domain-containing adaptor inducing interferon
(IFN)-Beta (TRIF). O funcionamento dessas vias requer a ativacao dos receptores IL-
1 associadas a cinase (do inglés IL-1 -receptor-associated kinase, IRAK) e, no caso
de MyD88, o IRAK1 e 4 (CHEN; SZODORAY; ZEHER, 2015). No processo as vias
Fator Nuclear kappa B (NF-kB) e Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) séo
ativadas (O'NEILL; BRYANT; DOYLE, 2009). Alguns membros de Toll-like estdo sob
o controle das vias JAK e STAT, as mesmas bloqueiam ativacdo-LPS de IRAK1 e 4
(CHEN; SZODORAY; ZEHER, 2015).
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Outra via utilizada pelo sistema imunologico inato é a NOD-like, que
reconhece DAMPs e moléculas de origem microbiana (CHEN et al., 2009). Sua acao
culmina na ativacdo de vias pro-inflamatorias. A familia de tais receptores possui
dominio NOD conservado composto por repeticdes de leucinas (leucine-rich, também
ancorado em Toll) na regido C-terminal, sendo estes responsaveis pelo
reconhecimento de PAMPs/DAMPs (MOTTA et al., 2015). Por outro lado, a por¢cao N-
terminal € responsavel por interagbes proteina-proteina. As proteinas estédo
localizadas no citoplasma e pelo menos 20 genes sao responsaveis por sua
codificacdo (WERTS et al., 2006).

Figura 4. Modelo de moléculas reconhecidas pela familia de TRLs humanos. Destaca-se o
tipo de biomolécula reconhecido pelo receptor.
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Fonte: Adaptado de GILLIET; CAO; LIU, 2008.

O reconhecimento do PAMP/DAMP inicia a ativagéo da via do NF-kB, MAPK
e Caspase-1 (CHEN et al., 2009). As duas primeiras também sao ativadas no
desencadeamento de Toll-like. Essas semelhancas, bem como outras, atestam
atividade complementar entre as duas vias citadas. Em geral IL-6, TNF-alfa e IL-1 beta
apresentam sua producao aumentada resultante da ativagéo de receptores NOD-like
(CHEN et al., 2009). Na literatura, 6 receptores para NOD estédo descritos, sdo eles:

Nodl, Nod2, Nlirc4, Naip, NIrplb e NIrp3. Cada um estd envolvido com o
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reconhecimento especifico de determinado PAMP/DAMP. Além destes, a familia NRL
contém 22 proteinas citoplasmaticas que incluem NOD e NALP (MCCORMACK et al.,
2009).

Nodl e 2 sdo os mais conhecidos e, por conseguinte, possuem descricdes
detalhadas sobre o processo de reconhecimento e posterior desencadeamento da
sinalizacdo (MCCORMACK et al.,, 2009). Ambos estdo envolvidos com o
reconhecimento de PAMPs de origem bacteriana. Além destas, as NRLs tém
importancia no controle do balanco da resposta das células B e T (CARNEIRO et al.,
2008). Ainda, do ponto de vista sinérgico também desempenham papel importante em
modulacdo por Toll-like, culminando na geracdo adequada da resposta inata e
posterior adaptativa (FUKATA et al., 2009; MCCORMACK et al., 2009).

Nesse contexto, fica clara a importancia de receptores NOD-like para geracéo
de resposta adequada a infec¢des. Em contraste, um desequilibrio relacionado a essa
via pode culminar na geracdo de doencas autoimunes. Vitiligo e Sarcoidose séo
exemplos de autoimunes relacionadas a NOD-like (TU; GU; LIN, 2003; TANABE et
al., 2006). Também, polimorfismos nesses receptores foram relacionados a uma maior
pré-disposicao para o surgimento de outras autoimunes, tais como AR e LES. J& foi
demonstrado que mutacdes no gene NOD2 podem estar relacionadas a geracéo de
respostas descompensadas do sistema inato e adaptativo no trato intestinal
(KOBAYASHI et al., 2002).

Outro grupo de reconhecimento de padrao relacionados a agentes infecciosos
€ composto por lectinas do tipo C (VAN VLIET et al., 2008). Estas, podem estar
localizadas na membrana ou dissolvidas no citoplasma. Seu mecanismo de acao se
da principalmente por meio de ligagdo a carboidratos especificos dos microbios
(DAMBUZA; BROWN, 2015). Ja foram descritos pelo menos 60 tipos de CLRs em
humanos e com base na sua especificidade podem ser divididas em dois grandes
grupos: ligantes de manose e a sialoglicoproteina. Ainda, podem também ser
subclassificadas dependendo tipo celular (VAN VLIET et al., 2008). Lectinas do tipo C
reconhecem padrdes advindo de certas bactérias, fungos, virus e helmintos (HOVING;
WILSON; BROWN, 2014). Vale salientar que duas outras classes de lectinas tém
importancia imunoldgica, séo elas Galectinas e Siglecs (RABINOVICH; CROCI, 2012).

Assim como visto para as duas vias de PAMPs discutidas até aqui, apos o

reconhecimento do padrdo € desencadeado um processo de biossinalizacdo que
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culmina na ativagao de vias inflamatérias. No tocante a CLRs sao dois os resultados
possiveis: sinergismo/modulacdo de Toll-like ou ativacdo da expressdo per se de
genes-alvo (GEIJTENBEEK; GRINGHUIS, 2009). Ainda, vale salientar que a
modulacdo de Toll-like depende de uma pré-ativacdo da mesma (GEIJTENBEEK;
GRINGHUIS, 2009). CLRs também medeiam o reconhecimento e internalizacéo de
antigenos via MHC (VLIET et al., 2008). De modo geral o desencadeamento a partir
de tais proteinas culmina na ativacdo/modulacdo de NF-kB, sendo esse fator um dos
pontos de modulacdo de Toll (GEIJTENBEEK; GRINGHUIS, 2009). A ativagao
independente de outros PRRs geralmente vai estar relacionada ao reconhecimento
de fungos, resultando na ativacado de NF-kB intermediado por Spleen tyrosine kinase
- Syk (OSORIO; SOUSA, 2011).

Os ultimos receptores relacionados ao reconhecimento de PAMPs citados
agui sdo os RLRs. Segundo Loo e Gale (2011), eles sdo uma familia de helicases que
funcionam como sensores citoplasmaticos de RNAs oriundos de virus. Ja foram
descritos trés membros: retinoic acid-inducible gene | (RIG-1), melanoma
differentiation associated factor 5 (MDAS) e laboratory of genetics and physiology 2
(LGP2), sendo o primeiro o melhor caracterizado. S&o expressos em variados tipos
celulares, sendo proeminentes em células do sistema nervoso central, epiteliais e
miel6ides (NAKHAEI et al., 2009; TAKEUCHI et al., 2015).

Tais proteinas possuem dominios conservados que definem a familia, como:
regido N-terminal, parte mais central responsavel pela atividade
helicase/reconhecimento do PAMPs e regido C-terminal. Os dominios N- e C-terminal
representam regido de recrutamento de caspases e autoregulacado, respectivamente
(YONEYAMA et al., 2004; SAITO et al., 2007; LOO; GALE, 2011). Ha varios trabalhos
descrevendo RLRs no reconhecimento de PAMPs relacionados a virus, tais como
Influenza A e B, Ebola e virus da Dengue (LOO et al., 2008; HABJAN et al., 2008;
KATO et al., 2006).

Assim como visto para outras vias para o reconhecimento de PAMPs, RLRs
possuem cruzamento com Toll-like (LOO; GALE, 2011). Desta forma também
representa um importante ponto de modulacdo da resposta imune inata e geragéao da
resposta adaptativa. Os principais fatores de transcricdo ativados pelo
desencadeamento a partir de RLRs séo: IRF3, IRF7 e NF-kB (LOO; GALE, 2011; PAZ
et al., 2006). As vias que figuram como ativas principalmente sédo JAK-STAT e ISGF3-
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dependente de estimulacéo por interferon (ISGs), culminando na producédo de IFN-I
(LOO; GALE, 2011).

Em um trabalho de revisédo, Hall e Rosen (2010) relataram que desequilibrios
nessa via podem estar envolvidos com o surgimento de autoimunes. Fatores
geneéticos, tais como polimorfismos, ja foram descritos para algumas autoimunes e
RLRs, sendo a diabetes do tipo | um exemplo (ZOUK et al., 2014). SNPs ja foram
encontrados em IFIH1 como possiveis fatores de risco ligados a pré-disposi¢do a LES
(VARZARI et al.,, 2014). Em recente trabalho de revisdo, Kato e Fujita (2015)
descrevem as principais autoimunes correlacionadas a RLRs, ditas como
apresentando assinaturas IFN. As citadas pelos autores sdo: sindrome de Aicardi-
Goutieres (AGS), sindrome de Singleton-Merten (SMS) e LES.

As descricdbes até aqui deixam claro a correlacdo entre vias de
reconhecimento de PAMPs e o desencadeamento de autoimunes. Entretanto, a busca
pelas chamadas assinaturas ligadas a uma infeccdo especifica é tarefa ardua nem
sempre possivel, isso tendo em vista a sobreposicdo e 0 sinergismo das vias
desencadeadas pelos receptores discutidos. Porém, certa confluéncia € notada para
modulacao de Toll-like e ligacdo com ativacdo de MHC em certos casos. Ainda assim,
expressdes aberrantes de tais receptores ou polimorfismos nos genes que 0s
codificam estdo fortemente ligadas a origem de autoimunes, resultando na
desarmonia refletida na resposta imune adaptada. Iwasaki e Medzhitov (2010; 2015)
discorrem sobre todas vias citadas aqui tendo como foco a regulacdo da resposta
adaptada por essas vias inatas, além de chamarem atencao para alguns pontos ainda
pouco entendidos. Nesse contexto, estudos de expressao génica podem ajudar na
identificagdo das principais vias envolvidas no desencadeamento e manutengéo de
doencas autoimunes, e em Ultima instdncia elencar biomarcadores ou hubs que

podem servir para fins terapéuticos.

2.4 Tratamentos para doengas autoimunes e riscos associados

Em meio as discussdes presentes na literatura em busca de um melhor
entendimento do surgimento das doengas autoimunes, formas de se tratar essas
enfermidades sdo absolutamente necessarias. Ja existe disponibilidade de alguns

farmacos que de modo geral tentam modular a resposta imunologica por meio do
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blogueio de efetores, ou mesmos por métodos que diminuem a concentracao desses
efetores no sangue circulante. Um exemplo foi o desenvolvimento durante a década
de 90 com o tratamento baseado em blogueadores de TNF, e sua escolha
apresentava-se como 6bvia por ser um importante efetor pré-inflamatoério (VASSALLI,
1992; MORELAND et al., 1997). Inicialmente foi desenvolvido para o tratamento de
pacientes acometidos por AR, contudo a Food and Drug Administration (FDA)
comecou a relatar o surgimento de complicacdes ligadas ao sistema nervoso devido
a utilizacédo desse tratamento.

Em 2001, Mohan e colaboradores descreveram alguns casos de
desmielinizacdo em decorréncia de tratamento por anti-TNF alfa, pois trabalhos
posteriores relataram o surgimento de autoimunes. Perez-Alvarez e colaboradores
(2013) revisaram os casos de autoimunes desencadeadas por terapias baseadas em
bloqueadores de TNF, entre as quais estavam SGB, EM e LES. Em contrapartida,
comecaram o desenvolvimento de terapias baseadas em Interleucinas, sendo um dos
principais alvos a IL-6 (TANAKA et al., 2014; LUBBERTS, 2015). O bloqueio desse
alvo apresenta-se como uma alternativa para o tratamento de doengas autoimunes,
principalmente por desequilibrios de sua atividade estarem associados ao surgimento
e progressao dessas patologias (TANAKA et al., 2014; YAO et al., 2014). Resultados
satisfatorios jA foram demonstrados no tratamento de AR (GABAY et al., 2013;
SMOLEN et al., 2013).

Além das terapias baseadas em bloqueadores, existem tratamentos que
utilizam como base as células imunes da memaria. De modo geral utilizam como alvo
receptores presentes em células B ou T, tendo como objetivo a modulacao da resposta
imune (BHARGAVA; CALABRESI, 2014). Existem algumas promessas nesse campo,
como o0s ja comprovados imunomodulares: toxina de anémona e a glucocorticoid-
induced tumor necrosis factor receptor-related protein (GITR) (CHI et al., 2015;
PETRILLO et al.,, 2015). GITR tem mostrado resultados positivos em testes com
pacientes acometidos por LES e sindrome Sjogren.

Por fim, a comunidade cientifica tem discutido efeitos da vitamina D em
doencas autoimunes e sua utilizacdo suplementar, pois parece reduzir oS riscos ou
amenizar efeitos no curso das mesmas (ANTICO et al., 2012). Além disso, sabe-se
gue sua deficiéncia esta ligada ao surgimento de autoimunes (HANDEL et al., 2013).
Contudo, ainda ndo sdo entendidos seu modo de agcdo (CUTOLO et al., 2014). Antico
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e colaboradores (2012) citam que sdo necessarios mais estudos para obtencao
dessas informacdes. Diante este cenario, fica claro que ainda ndo ha tratamentos
definitivos para esses tipos de enfermidades, além de ndo apresentarem
especificidade a respectiva doenca autoimune. Além disso, existe risco em sua
utilizacdo, no tocante ao surgimento de complicacdes ou mesmo em desencadear
inicio outra doenca autoimune. Assim fica claro a importancia de estudos que
busquem entender a base do desencadeamento de autoimunes, fornecendo dados

gue podem servir como alicerce para desenho de terapias mais efetivas.

2.5 A Bioinformatica no entendimento de doencas autoimunes

A bioinformética surge nesse cenario fornecendo ferramentas que podem
auxiliar no entendimento dos fatores de riscos, genéticos e de vias relacionadas ao
desencadeamento e manutencdo das doencas autoimunes. Os algoritmos tém-se
tornado mais robustos e permitem o trabalho com dados em larga escala, entre os

[{F~3

quais incluem principalmente os de origem “dmica”. Adicionalmente, a formacéo de
consorcios permitiu a criacdo de bancos de dados curados para anotacgao, tais como
0 Gene Ontology, acompanhado pelo crescimento de outros mais gerais ja existentes
(ex: NCBI, KEGG e UniProt). Tal desenvolvimento foi também seguido por um
aumento de linguagens computacionais que facilitam um melhor tratamento estatistico
dos dados, como por exemplo o R, que € disponibilizado de forma gratuita e com
varias sub-aplicacbes desenvolvidas pela comunidade cientifica (https://www.r-
project.org/).

Nesse contexto, as atuais tecnologias de sequenciamento tém permitido a
obtencdo de genomas inteiros em pouco tempo, bem como a de exomas e
transcriptomas em diferentes organismos. Assim, muitos trabalhos vém usando essas
plataformas para a obtengcéo de dados moleculares inéditos para diferentes espécies
ou afericdo de atividade das vias celulares. Ainda, a disponibilizacdo destes dados
nos bancos publicos vem permitindo a realizagdo de intensos rodadas de mineracao
de dados. Ha varios trabalhos descritos que se utilizaram de RNA-Seq, microarranjos
e ChiP-Seq para obtencéo de informacgdes pertinentes sobre doencas autoimunes
(FARH et al., 2015; MA et al., 2015). A mineragao é também essencial para encontrar
correlacdes entre diferentes tipos de dados.

31



Diante do exposto fica claro a importancia da bioinformatica na busca de
pistas que indiguem as vias-chave que desencadeiam a autoimunidade. Tais analises
podem indicar os principais genes e suas variantes de splicing, que provocam
impactos em suas expressoes, indicacbes de pré-miRNAs e montagem de redes de
interacdo entre genes e entre diferentes proteinas. Logo, além de entender as bases
bioquimicas e moleculares envolvidas nas doencas autoimunes, é de fundamental
importancia a identificacdo de vias que possam ser moduladas por farmacos ja
conhecidos ou até mesmo ja disponiveis comercialmente, principalmente no caso da
SGB, objeto da presente proposta. Isso forneceria dados que podem servir como base
para o desenvolvimento de medicamentos especificos e mais eficientes.

A biologia de sistemas representa uma abordagem para integracao de dados
biolégicos de diferentes naturezas quimicas (YUGI et al., 2016). O atrelamento de
modelos matematicos a informacdes biolégicas no planejamento de algoritmos tem
demonstrado bons resultados, necessitando de adequacdes, tendo em vista a
complexidades dos organismos vivos (SAHA; CHOWDHURY; MARANAS, 2014).
Esse representa um dos principais desafios ao se estudar biologia de sistemas na
integracdo de dados bioldgicos. A utilizacdo dessa abordagem pode ajudar a revelar

genes e vias relevantes a SGB.
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3. JUSTIFICATIVA

SGB € uma sindrome de ocorréncia rara e apresenta flutuagdes na incidéncia
de casos relacionadas a surtos de infeccbes por agentes virais e bacterianos, bem
como campanhas em larga escala de vacinacdo. Mesmo tendo sido descrita ha quase
100 anos, os fatores de riscos genéticos e moleculares ligados ao seu
desencadeamento ainda sdo obscuros. Como descrito anteriormente, plasmaférese e
a utilizacdo de imunoglobulinas sdo as uUnicas terapias disponiveis. Embora ja se
tenha modelos que explicam os mecanismos que levam aos danos aos nervos
periféricos para o subtipo desmielinizante, poucos sédo os detalhes conhecidos sobre
0s eventos que levam a persisténcia da resposta aguda.

Ja4 estdo disponiveis em bancos de dados biol6gicos transcriptomas
provenientes de casos de SGB: um estudo chinés e outro espanhol. Recentemente, o
Instituto de Medicina Tropical do Rio Grande do Norte (IMT-RN) realizou estudo com
transcriptomas de 12 casos com SGB, 3 subtipos, durante a fase aguda e de
recuperacdo da doenca. Portanto, uma analise integrativa desses dados, com os que
estdo depositados nos bancos, pode servir como base para o esclarecimento das
principais vias envolvidas para o desenvolvimento de SGB, ou ainda para criacdo de
pontos de partida para o desenho de experimentos confirmatérios especificos que
demonstrem esses mecanismos.

Portanto, o uso de abordagem em bioinforméatica para analise dos
transcriptomas ja disponiveis pode servir como base para criacdo de terapias mais
eficientes ou complementares as ja existentes, assim diminuindo possiveis sequelas
atreladas a SGB. Adicionalmente, estudos desse tipo podem fornecer indicios das
principais variantes de splicing e acompanhamento do desenvolvimento das principias

redes de interacdo génicas envolvidas na manutencédo de SGB.
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4 OBJETIVO
4.1 Objetivo Geral

Analisar bibliotecas transcriptomicas oriundas de pacientes acometidos por
SGB, visando encontrar os principais genes e vias correlatas importantes na doenca.
Pretende-se também montar panorama das respostas com 0s principais fatores
relacionados a progressédo dessa autoimune do ponto de vista do sistema imune

adaptativo.

4.2 Objetivos especificos

¢ Mineracado de dados transcriptomicos sobre SGB.

¢ Analisar a expressao diferencial de transcriptomas de pacientes brasileiros com
SGB.

e Avaliar genes e vias proeminentes nas bibliotecas transcriptomicas de
pacientes acometidos por SGB no Brasil e Espanha.

e Indicar os possiveis alvos biotecnolégicos que possam servir como alvos-

terapéuticos e biomarcadores para SGB.
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5 METODOLOGIA

5.1 Caracteristicas dos casos estudados

A figura 5 apresenta o sumario das caracteristicas dos casos brasileiros
estudados, diferencas entre dias de coleta, idade e identificadores das amostras
transcriptdbmicas. Dados adicionais sobre as amostras, como dados de eletromiografia
e fases de coleta, podem ser obtidos na tese de doutorado de DOURADO JUNIOR
(2015).

Figura 5. Caracteristicas dos casos brasileiros: Identificadores, Sexo, Idade e Coleta.
Informacéo obtidas na tese de doutorado de DOURADO JUNIOR (2015).

Casos de
SGB

.

Desmielinizante Axonal Miller-Fisher

. 1

oyt

ID IDT  Sexo Idade Coleta ID IDT  Sexo Idade Coleta ID IDT Sexo Idade Coleta
AJA* M 15 60 P F 27 90

343/352 350/363 C/C 345/364 D/D* M 35 120
349/347 B/B* M 27 120 356/365  F/F* F 42 60 355/368 G/G* F 51 60
358/366  E/E* M @8 60 335/349  H/H* B 52 120

328/367 I F 55 240 360/369 L M 61 60

362/357 J M 61 60 *Individuos recuperados

330/346  M/M* M 71 180 IDT: Identificador Transcriptoma

Fonte: Elaborado pelo autor com dados de DOURADO JUNIOR (2015).

A figura 6 apresenta o suméario das caracteristicas do caso espanhol
estudado, tempos de coleta, idade e identificadores das amostras transcriptdbmicas. A
analise e os resultados encontrados para esses dados foram descritos originalmente
por DONCEL-PEREZ e colaboradores (2016). O estudo realizado pelo grupo chinés
(CHANG et al., 2012) foi considerado, contudo apds criteriosa reanalise dos dados
realizada com o pacote limma do R (RITCHIE et al., 2015), ndo foi encontrada
expressédo diferencial significativa entre os casos, assim sendo desconsiderados no

presente estudo.
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Figura 6. Caracteristicas do caso espanhol: Identificadores, Sexo, Idade e Tempo de coleta.
Informagcdes obtidas e modificadas do artigo publicado por DONCEL-PEREZ e colaboradores
(2016).

Gémeas

t 4

Caso Controle

B
| C
Paralisia
ID IDT Sexo Idade Coleta

§ - SGB T1 SGB-T1/C-T1 F 23 4-8*
=3
£l Amosias T2 sGBT2CT2 - - 842

E T3 SGB-T3/C-T3 - - 12-16*

g T T

:= ‘ *Semanas entre colelas

- IDT: |dentificador Transcriptoma
4 0 4 8 12 16

Tempo(Semanas)

Fonte: Elaborado pelo autor com dados de DONCEL-PEREZ et al., 2016.

5.2 Workflow de anélise

Resumo dos passos seguidos para aquisicdo de dados e abordagem
bioinformatica utilizada (FIGURA 7).

5.3 Bibliotecas

As bibliotecas utilizadas no presente estudo foram compostas por um grupo 1
de pacientes brasileiros e outro (grupo 2) por paciente espanhol. O sequenciamento
de ambas bibliotecas foi realizado pela mesma plataforma lllumina HiSeq, com leituras
de tamanho 100 bp. O grupo um é composto 12 pacientes humanos (6 na forma
desmielinizante, 4 na forma axonal e 2 na forma Miller-Fisher) do Rio Grande de Norte
- Brasil, ao diagndstico da Sindrome Guillain Barré e pos recuperacao, o estudo foi
realizado pelo Instituto de Medicina Tropical do Rio Grande do Norte (IMT-RN)
(DOURADO JUNIOR, 2015). O grupo 2 trata-se de caso de SGB com dados
disponibilizados no NCBI/Gene Expression Omnibus sob n° GSE72748, foram
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realizadas 3 coletas durante a progressdo de doenca para tentar identificar vias
relacionadas a progressao e recuperacao, em cada ponto de coleta simultaneamente
foi coletado material da gémea saudavel
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE72748).

Figura 7. Workflow da metodologia utilizada.

Mineragéo de )

NCBI
dados PBMC e EMBL-EBI
Biologicos

I FastQC

TopHat/ Genome: GRCh38.p8
Bowtie2 (NCBI/Ensembl)

Samtools Cufflinks
(Sort) (Cuffmerg)

RedeR
Enrichment
Analysis String
(GO and KEGG)

HTSeqg

edgeR (DE >= 2

i
1B
.

| I
i -n
0T M N
1 o
1
TR R T TR RS

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Estratégia de Montagem e Andlise da expresséao global e diferencial

O processamento, a montagem e analise dos dados de transcriptoma foram
realizados em um servidor computacional Linux/UNIX contendo capacidade total de
72 nucleos de processamento, 128 Gb de memoéria RAM, alocado no Instituto de
Medicina Tropical do Rio Grande do Norte (IMT-RN), além de supercomputador
disponibilizado pelo NPAD/IMD. Os dados brutos no formato fastq (contendo
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informacbes de sequéncia e qualidade) foram avaliados com base em valores de
Phred pelo programa FastQC, somente as leituras com bases de qualidade Phred =
30 serdo mantidas na analise (EWING; GREEN, 1998; KROLL et al., 2014).

O genoma de referéncia Homo sapiens (GCF_000001405.26) foi retirado do
Genbank, National Center for Biotechnology Information (NCBI) e indexado e alinhado
usando o programa Bowtie 1.1.1 (LANGMEAD et al., 2009). O mapeamento foi
realizado com a ferramenta TopHat 2.0.13 (TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG,
2009). O pacote de programas Cufflinks 2.2.1 sera utilizado para a montagem do
transcriptoma e comparacdes entre amostras (TRAPNELL, 2012). Os arquivos de
saida da ferramenta Cufflinks de todos os pacientes em estudo foram fusionados pela
ferramenta Cuffmerge para montagem de uma anotacao Unica que serviu como base
para obtencéo das contagens individuais.

As abundancias foram estimadas pelo programa em Python HTSeq
(ANDERS; PYL; HUBER, 2014). A filtragem dos dados e diferencas de expressao foi
obtida utilizando-se o pacote edgeR do ambiente R (ROBINSON; MCCARTHY;
SMYTH, 2010). Foram consideradas as abundancias observadas em pelo menos 70%
em todas as bibliotecas e com contagens por milhdo (CPM) = 0,5 em pelo menos %
das repeticbes nos casos brasileiros e de 1 para o caso espanhol. O modelo para
obtencéo da expressao diferencial de genes levou em consideracéo a observacao da
disperséo bioldgica e individual dos genes, dos pesos e o modelo gImRT. Foram
considerados para as analises posteriores os genes com valor de false discovery rate
(FDR) =< 0,05 e fold change de +/- 2 vezes de mudanca de expressdo. Os graficos
foram obtidos por meio da utilizacdo do ambiente de linguagem estatistica

computacional R (http://www.r-project.orq).

5.5 Andlise de enriquecimento dos termos de GO, KEGG pathway e construcéao

de redes de interagcéo

A analise de enriquecimento dos termos de GO e KEGG pathway foi realizada
utilizando-se as fun¢des goana e kegga, ambas disponiveis no pacote edgeR, sendo
considerados para as analises posteriores apenas 0s termos ou vias com p ajustado
< 0.05. A abordagem de redes de interacdo (Interatoma) foi utilizada para analisar

eventos de coexpressao e interagdo com base em proteinas e possiveis moduladores
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farmacoldgicos da rede. Os bancos de dados seréo obtidos na base de dados do site

STRING versdo 10 (www.string-db.org) utilizando-se o pacote STRINGdb do R

(SZKLARCZYK et al., 2015). As redes regulatérias foram reconstruidas utilizando o
pacote RedeR do R (CASTRO et al., 2012).
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6 RESULTADOS

6.1 Definicdo dos perfis transcricionais de células mononucleadas do sangue
periférico (PBMC) em 10 casos brasileiros com SGB, tendo como referéncia o
estado de recuperacdo em todos 0s casos e por subtipo

Os resultados do alinhamento ao genoma de referéncia de Homo sapiens,
revelaram uma média de 88% em leituras mapeadas, considerando o numero de
repeticbes e as fases para cada caso (FIGURA 8A). Destas, uma média de
aproximadamente 77% permaneceu ap0s contagem, para multiplos alinhamentos foi
de aproximadamente 4%. A figura 8B, apresenta as quantidades numéricas de leituras
consideradas em cada etapa da analise, desde dados brutos até os resultados de
contagens.

Figura 8. Quantidade das leituras brutas, alinhadas, contadas e com mdltiplos alinhamentos.
A. Demonstracdo em percentagem e B. quantidades numéricas totais. Os quadrados indicam:
cinza - leituras brutas, azul - leituras mapeadas, verde — leituras contadas e vermelho - leituras
com multiplos alinhamentos. Foram considerados para analise apenas as leituras com valores
de Phred = 30.

A % de leituras

. 3% 5 8 8 8 °
1 | | | | | ID CMedia _ Desvio Padrdo [MMedia Desvio Padrdo CMedia
A 12027986 197.7659 10.670.813  166.107  9.416373
A I A* 15817.027 2212362 13968344  198.033  11.218.013
At = B 12.674446 221.090,9 11.298.109 175386  9.410.355

P S. [ R B* 15.036471 2245662 13324476  103.428  11.057.895

< el [ | E 12410792 270.0605 10.989.211  189.169  9.419.321

=0 I =l S S - E* 12.083.553 1961729 11482472  167.658  9.443.820

2 5 R W | 12829787 202701  11.371556  167.610  9.463.480
A I [ . .

3 'J O —— - I* 13.658.827 2074526 12025376 178766  10.202.920
K e B J 13520501 179.237,2 11.947.900 165731  10.497.999
MBI ] J* 20728670 4547899 18275448 315319  15.074.789

N 5 M 11.966.362 171.5004 10.628.336 150122  9.473.556
g, T T ] M- 14325138 2195985 12.750.871  183.831  10.446.295
F = C 13414319 175.050,1 11995660 163271  10.648.678

3 FIE T C* 11.824.076 149.707,7 10575297 142563  9.633.640

FRRIC I S w—" — F 10.899.057  161.650 9575084 140921 8229452
| F* 12293404  199.837  10.867.176 165591  9.400.640
t. = H 13.653487 2169143 12.076.842  179.077  9.831.237

E o 0] H* 10.006.827 187.427,5 8795938 145579  7.763.844

2 U e R L 15411658 2406772 13652654 201.814  11.201.207

F { O I L* 13.466.825 1769786 12042796 162199  9.879.795

2 G I D 12124503 2325186 10.750.709  176.143  8.814.617

O Leituras brutas D* 13028292 1889648 11615254  166.894  9.813.896
H Leituras mapeadas G 12885607 2554177 11.288.681  188.965  10.195.370
OLeituras contadas G* 13.587.904 1887904  11.985.054 170513 10.382.132

[l Leituras com muiltiplos
alinhamentos

Fonte: Elaborado pelo autor.

*Individuos recuperados
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Para a analise da expressao relativa levou-se em consideragéo os resultados
de estética descritiva para as abundancias dos transcritos (FIGURA 9). A variacao de
dados vista em Boxplot releva diferenca entre os quartis de forma mais evidente nos
casos C e H, ambos Axonais, G - Miller-Fisher e M - Desmielizante (Figura 9A). Esses
resultados sugerem impactos posteriores ao se analisar as diferencas de expressao
entre as fases sintomaticas e recuperadas, também podendo representar reflexos da
diferenga entre os periodos de coleta e possiveis comorbidades associadas, detalhes
podem ser consultado no Anexo 1. A média da Frequéncia da distribuicdo de
transcritos em logaritmo do CPM por subforma de SGB é mostrada pela figura 9B,
onde é possivel observar diferencas de abundancias entre as fases em estudo.

O escalonamento multidimensional baseado no logaritmo do fold change
demonstra uma nao separagao entre as subformas consideras no presente estudo,
contudo € possivel observar afastamento entre as fases sintomaticas e de
recuperacao para o mesmo paciente (FIGURA 9C). Pode-se considerar influéncia das
diferencas individuais (idade) e de coletas nessa distribuicédo, impactando nas fontes
de variagcdes que acabam por nao permitir uma maior separagao.

Ainda, chama-se atencédo pelo distanciamento entre a amostra H sintomatica
das demais, esse resultado tem impactos diretos na estimativa da expressao relativa
de genes. Tendo em vista essa observagcao, bem como na variagao vista no Boxplot,
as amostras H e M passaram por segunda filtragem, levando em conta as contagens
brutas e as observacdes de frequéncia para cada fase nesses casos. A figura 9D
mostra a variacao biologica tendo como base as abundancias dos transcritos. Tendo
em vista esses resultados, para a analise em grupo foram desconsiderados os casos
M - Desmielizante e H - Axonal.

A figura 10 e a tabela 1 apresentam o0s genes com variagdes em suas
expressdes relativas entre 0s estados sintomatico e recuperacdo, levando em
consideracao apenas valores com duas vezes de variacdo. Levando-se em
consideracdo o grupo geral, foi possivel verificar que Complement C1q B Chain
(C1QB), Heparin Binding EGF Like Growth Factor (HBEGF), Immunoglobulin Lambda
Variable (IGLV)1-40 e Immunoglobulin Heavy Constant Gamma (IGHG3) tiveram suas
expressdes aumentadas, enquanto Cilliary Rootlet Coiled-Coil, Rootletin Family
Member 2 (CROCC2), Hemoglobin Subunit Beta (HBB) e Hemoglobin Subunit Alpha
2 (HBA2) tiveram diminuidas. Quando considerados os genes diferencialmente
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expressos isoladamente para os casos do subtipo Axonal (Sintomatico x Recuperado),
surgem de modo especifico: Stabilin 1 (STAB1), Septin 4 (SEPT4), Junction
Plakoglobin (JUP), Cytochrome C Oxidase Assembly Protein (SCO2), EPH Receptor
B2 (EPHB2), IGLV7-43, Immunoglobulin Kappa Variable (IGKV)2-30 e Sialic Acid
Biding Ig Like Lectin 1 (SIGLEC1) com expressdes positivas e NCR1, CXCR1 e
CXCR2 com negativas.

Para os casos Desmielinizantes foram os genes Nuclear Factor Interleukin 3
Regulated (NFIL3) e GATA Binding Protein 2 (GATA2) com expressao positiva e
negativa, respectivamente. O subtipo Miller-Fisher demonstrou 68 genes
diferencialmente expressos (MATERIAL SUPLEMENTAR X), vale ressaltar que para
esse grupo o n é de 2. Os genes com maiores variacfes para esse grupo foram:
positivas - IGLV1-51, Macrophage Scavenger Receptor 1 (MSR1), IGLC2 e 3;
negativas - T-Cell Receptor Alpha Variable 16 (TRAV16), Negative Regulator of
Antiviral Response (NRAV), Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 T (UBE2T) e Histidine
Decarboxylase (HDC). Considerando 0s grupos e 0S genes que demonstraram
variacdes iguais ou acima de 2 vezes, foi possivel a verificacdo de sobreposicdo entre
0s subtipos. Os subtipos Axonais e Miller-Fisher tiveram sobreposicdo para
Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic (APOBEC3A) e IGLC2, ambos com
expressao positiva, enquanto Desmielinizante e Miller-Fisher somente C-C Motif

Chemokine Receptor (CCR3) com expressao negativa.
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Figura 9. Estatistica descritiva dos resultados dos transcriptomas considerados na analise. A. Boxplot das contagens apds normalizacao
considerando a médias da repeticdo em cada caso, na fase sintomética e de recuperacéo, e B. Distribuicdo de frequéncia das contagens apoés
normalizacdo considerando as medias por subclassificagdo de SGB, as cores vermelha e azul indicam fase sintomatica e recuperada,
respectivamente. C. Escalonamento multidimensional das amostras considerando a expressdo genes, as subclassificacbes de SGB sao
indicadas: quadrado - Axonal, circulo - Desmielinizante e triangulo - Miller-Fisher, com as cores vermelha e azul indicando fase sintomética e de
recuperacao, respectivamente. D. Coeficiente de variagao bioldgica considerando as 96 observagdes transcriptomicas em estudo.
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Figura 10. Genes diferencialmente expressos entre os estados sintomaticos e de recuperacdo, considerando os subtipos estudados
(Desmielinizante, Axonal e Miller-Fisher). A. Gréafico de barras com os valores de expresséo relativa. B. Diagrama de Venn demonstrando a
sobreposi¢céo de genes entre 0s subtipos de SGB estudados. C. Heatmap com a expressao absoluta dos genes considerados, representada em
logCPM. As cores vermelha, azul e verde indicam o subtipo Desmielinizante, Axonal e Miller-Fisher, respectivamente. Foram considerados
apenas os genes com 2 vezes de diferenga e FDR < 0,05.
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Tabela 1. Genes diferencialmente expressos entre 0s estados sintomaticos e de recuperacdo, considerando os subtipos estudados

(Desmielinizante, Axonal e Miller-Fisher). Foram considerados apenas os genes com 2 vezes de diferenga e FDR < 0,05.

ID

Nome do gene

Subtipo

Desmielinizante Axonal Miller-Fisher

C1QB
CROCC2
CXCR1
CXCR2
EPHB2
GATA2
HBA2
HBB
HBEGF
HDC
IGHG3
IGKV2-30
IGLC2
IGLC3
IGLV1-40
IGLV1-51
IGLV7-43
JUP
MSR1
NCR1
NFIL3
NRAV
SCo?2
SEPT4

Complement C1qg B Chain

Cilliary Rootlet Coiled-Coil, Rootletin Family Member 2

C-X-C Motif Chemokine Receptor 1
C-X-C Motif Chemokine Receptor 2

EPH Receptor B2

GATA Binding Protein 2

Hemoglobin Subunit Alpha 2

Hemoglobin Subunit Beta

Heparin Binding EGF Like Growth Factor
Histidine Decarboxylase

Immunoglobulin Heavy Constant Gamma 3
Immunoglobulin Kappa Variable 2-30
Immunoglobulin Lambda Constant 2
Immunoglobulin Lambda Constant 3
Immunoglobulin Lambda Variable 1-40
Immunoglobulin Lambda Variable 1-51
Immunoglobulin Lambda Variable 7-43
Junction Plakoglobin

Macrophage Scavenger Receptor 1
Natural Cytotoxicity Triggering Receptor 1
Nuclear Factor, Interleukin 3 Regulated

Negative Regulator of Antiviral Response (Non-Protein Coding)
SCO2, Cytochrome C Oxidase Assembly Protein

Septin 4

—
—
_-
-

45



SIGLEC1 Sialic Acid Biding Ig Like Lectin 1
STAB1 Stabilin 1

TRAV16  T-Cell Receptor Alpha Variable 16
UBE2T Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 T

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.2 Definicdo dos perfis transcricionais de células mononucleadas do sangue
periférico (PBMC) em 12 casos brasileiros com SGB, tendo como referéncia

seus respectivos estados de recuperacao

Foi realizada analise por caso afim de averiguar um maior numero de vias
associadas a SGB. A expressao relativa esta representada na Figura 11. Houve
variagdo no numero de genes influenciados em cada caso. Os casos H e M
apresentaram elevado numero de genes diferencialmente expressos, refletindo a
estatistica descritiva demonstrada. Ambos 0s casos passaram por etapa de filtragem
adicional. Levando-se em consideracdo os dados de prontuario, chama-se atencéo
para o caso H que levou bastante para voltar a andar. O caso M teve um intervalo de
180 dias entre coletas. Tendo em vista a heterogeneidade da amostragem, € possivel
gue os transcriptomas representem resultados relacionados a periodos de resposta
diferenciados, com alguns mais proximos a fase aguda e outros demonstrem a
tentativa de saida dessa fase.

A figura 12 apresenta 0s genes com maiores variacbes em suas expressoes
relativas. Foram considerados as 4 maiores variacdes por paciente. Genes codantes
de imunoglobulinas, Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A (NR4A), Early Growth
Response (EGR)1 e EGR2 sao alguns dos demostrados na figura 8A, em expressao
absoluta. Pode-se observar que de modo geral as expressdes tendem a estar
proximas nos estados sintomaticos e recuperados. Esses genes podem representar
fontes marcadoras de resposta a SGB. As tabelas contendo as informacbes de
expressao para cada caso estdo demonstradas no material suplementar (MATERIAL
SUPLEMENTAR 1).

Fatores de transcricao que tiveram expressao diferencial na fase sintomatica,
estdo representados na figura 12B. Para nortear as analises consideramos 0s genes
gue tiveram variagdes mais elevadas. Essa abordagem revelou os seguintes fatores
com expressbOes positivas em pelo menos 4 casos: EGR1, EGR2, Fos Proto-
Oncogene (FOS)B, Hipoxia Inducible Factor 1 Alpha Subunit (HIF1A), NR4A2 e RAR
Related Orphan Receptor A (RORA). Alguns desses genes ja se apresentavam entres

as maiores variagcdes nos transcriptomas individuais.

47



Figura 11. Representacdo da expressao relativa de genes entre as fases sintométicas e recuperadas para cada caso. Em vermelho estéo
indicados os genes com diferencas de expresséo = 2 vezes de variagao (logaritmo na base 2 de fold chage), indicado pela linha azul. Os casos
Desmielinizantes estéo indicados: Caso A — A, Caso B-B, Caso E—-C, Caso | — D, Caso J— E, Caso M — F; Casos Axonais: Caso C - G, Caso
F —H, Caso H - I, Caso L — H; Casos Miller-Fisher: Caso D — L, Caso G — M. Foram considerados apenas os genes com valores de FDR < 0,05
e logFC = 2.
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Figura 12. Representacdo dos genes com maiores varia¢des positivas e negativas nos transcripotdbmas em estudo. Em vermelho estdo indicados
0S genes para os casos Desmielinizantes, em azul os casos Axonais e em verde os casos Miller-Fisher. C. HeatMap com os valores de expressao
absolutos dos genes em logCPM considerados nos subitens A e B. Foram considerados apenas os genes com valores de FDR < 0,05. HeatMap
com os fatores de transcricdo que tiveram variagdes em suas expressdes. Foram considerados os genes com expressao diferencial em pelos
menos um dos casos e com valores de FDR < 0,05.
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Para associacdo funcional dos genes diferencialmente expressos, utilizou-se
analise de enriquecimento (FIGURA 13). Os resultados demonstraram vias de
sinalizagédo, tais como Jak-STAT e TNF, receptores como Toll-like e NOD-like, além
das vias de metabolismos energético (FIGURA 13A e B). Algumas rotas de infec¢céo
foram anotadas: bactérias, virus e protozoarios. Para os termos de GO, conseguiu-
se enriquecimento para processos relacionados a resposta imunoldgica, tais como
Resposta de citosinas e respostas do sistema imune inato, a resposta a agentes virais,
entre outros (FIGURA 13C e D). Também foi possivel a observacdo de termos
relacionados ao parasitismo. Esses resultados demonstram sobreposicdo de
respostas entre os casos analisados, a despeito do momento ou 0 modo como esses
genes estdo sendo modulados.

Afim de montar uma resposta sobreposta e de forma que represente o
momento de cada paciente, usamos abordagem de biologia de sistemas com base
em informacdes de interacdo proteinas-proteina. Modelo representativo para o subtipo
desmielinizante pode ser visto na Figura 14. O caso A - Desmielinizante apresenta
uma maior proporcéo de genes regulados negativamente em rede (APENDICE 1). A
ancoragem de EGR1 junto a suas intera¢cdes mais proximas, permitiu a formacéo de
modulo que parece ter influéncia sobre o restante dos genes de forma indireta/direta.
Dentre os party-hubs, estdo JunD Proto-Oncogene (JUND), Fc Receptor Like
(FCRL)A, Interleukin 1 Receptor Antagonist (ILIRN), Membrane-Bound
Immunoglobulin-Associated Protein (CD)79A e HIF1A com expressdes positivas e
HIF1A e RORA com expressdes negativas. Esse resultado fornece o panorama de
mudancas que estdo acontecendo em determinado momento para o0 paciente,
podendo significar modulacdes necessarias que levem a recuperacao.

O caso B - Desmielinizante, ss genes que permaneceram na rede apés corte
pela confidencia, fornecem um panorama de genes com expressdes positivas
preferenciaimente (APENDICE 2A). Os genes C-X-C Motif Chemokine Ligand
(CXCL)8, EGR1, EGR2, HBEGF, FOSB, FOSL2, NFIL3, TNF Alpha Induced Protein
(TNFAIP)3, Prostaglandin-Endoperoxide Synthase (PTGS)2 e NR4A2 estdo todos
com expressao positiva. GATA2 demonstrou expressdo negativa. Para o caso E —
Desmielinizante, também com a maioria dos genes com expressdes positivas,
destacando-se na rede CD163, TLR4, TRL8, Fc Fragmento of IgG Receptor
(FCGR)2A e C-Type Lectin Domain Family (CLEC)4E (APENDICE 2B). O caso J,
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Desmielinizante, os genes EGR1, EGR2, FOSB, GATA2 e PTGS2 regulados

negativamente,

(APENDICE 3A).

destacando-se NR4A2 e TNFAIP3

regulados positivamente

Figura 13. Representantes de KEGG pathways e termos de GO enriquecidos para os genes

diferencialmente expressos observados em todos o0s casos. A e B demonstram as vias KEGG,

C e D os termos de GO. Em vermelho estdo indicados o0s genes para 0S casos

Desmielinizantes, em azul os casos Axonais e em verde os casos Miller-Fisher. Foram

consideradas apenas as vias KEGG ou termos de GO com valores de FDR < 0,05.
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A rede montada para o caso M - Desmielinizante, apresenta maior propor¢cao
de genes com expressdes positivas (APENDICE 3B). Os genes CD14, CD163,
CD300E, FCGR2A, FCGRI1G, IGLC2, MYD88, NFKB Inhibitor (NFKBI)A, STAB1 e
TLR4 surgiram com expressdes positivas, incluem receptores e vias relacionadas a
imunidade inata e adaptativa. Modelo representativo para o subtipo Axonal pode ser
visto na Figura 15. O caso C, Axonal, apresentou maioria dos genes regulados
positivamente (APENDICE 4). EGR1, EGR2 e NFKBIZ s&o os fatores de transcricio
diferencialmente expressos. Além destes, apresentaram-se os genes CD36, CD163,
HBEGF, FCRLA, FCGR2CA e TRL4 expressos positivamente. Para o caso Axonal L,
€ possivel observar expressao negativa para os genes EGR1 e EGR2, além de outros,
enquanto os genes que codificam Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide
(IFIT)1, JUP, SIGLEC1 e STAT2, estdo com expressdes positivas (APENDICE 5).

Modelo representativo para o subtipo Miller-Fisher pode ser visto na Figura
16. dltimas redes apresentam os resultados para os casos Miller-Fisher, D e G. No
caso D é possivel observar CXCL8, NR4A2 e PTGS2 com expressdes positivas
(APENDICE 6A). No caso G, a propor¢éo de genes regulados positivamente é vista
para a rede montada, destacam-se os genes CD93, CD163, CD302, C-X-C Motif
Chemokine Receptor (CXCR)4, EGR1, IGLC3, SERPING e SIGLEC1 (APENDICE
6B). Os resultados em rede proporcionaram uma visdo panoramica das mudancas
apresentadas pelos transcriptomas, demonstrando de os diferentes genes expressos
em cada caso. Ainda, foi possivel observar que em periodos especificos certos fatores
estdo ativos em detrimento de outros, ndo sabemos se ha uma dependéncia direta ou

se é resultante das mudancas nas redes de transcricdo com passar do tempo.
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Figura 14. Rede de interacao proteina-proteina (PPI) com informacfes para Homo sapiens, contendo genes diferencialmente expressos em
comum entre 0s casos para o subtipo Desmielinizante. A. Demonstra o panorama da rede contendo 66 genes, B. HeatMap com os valores de
expressao absolutos em logCPM e C. Vias metabdlicas e Processos biol6gicos enriquecidos para os 66 genes considerados em rede. Foram
considerados as vias enriquecidas com valores de FDR < 0.05 e com valores de confidéncia na rede de 0.400.
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Figura 15. Rede de interacao proteina-proteina (PPI) com informacfes para Homo sapiens, contendo genes diferencialmente expressos em
comum entre 0s casos para o subtipo Axonal. A. Demonstra o panorama da rede contendo 97 genes, B. HeatMap com os valores de expressao
absolutos em logCPM e C. Vias metabolicas e Processos bioldgicos enriquecidos para os 97 genes considerados em rede. Foram considerados
as vias enriguecidas com valores de FDR < 0.05 e com valores de confidéncia na rede de 0.400.
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Figura 16. Rede de interacdo proteina-proteina (PPI) com informa¢des para Homo sapiens, contendo genes diferencialmente expressos em
comum entre 0s casos para o subtipo Miller-Fisher. A. Demonstra o panorama da rede contendo 246 genes e B. Vias metabdlicas e Processos
biol6gicos enriquecidos para os 246 genes considerados em rede. Foram considerados as vias enriquecidas com valores de FDR < 0.05 e com

valores de confidéncia na rede de 0.400.
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6.3 Comparacao entre os perfis obtidos nos casos brasileiros a outros estudos
transcriptdbmicos com SGB em Humanos

Dois outros estudos analisaram os perfis transcriptomicos em células
mononucleadas no sangue periférico em pacientes com SGB. O primeiro foi publicado
em 2012, tratava-se da comparacao entre grupo controle (com 7 pessoas) e casos de
SGB (com 7 pessoas) na populacdo chinesa. Contudo, a reanalise dos dados
depositados no NCBI deste estudo nao revelou genes com valores de FDR
significativos (dados ndo mostrados), a andlise foi feita utilizando-se o pacote limma
(CHANG et al., 2012; RITCHIE et al., 2015). O outro estudo foi publicado em 2016,
onde verificou-se trés pontos de progressdo de SGB, a cada ponto também foi
coletado material do controle, que era a irma gémea saudavel.

A reandlise desses dados confirmou os resultados observados originalmente,
além de expandi-los. O sumario dos resultados de alinhamento e mapeamento podem
ser vistas na figura 17A. A estatistica descritiva das observacdes demonstra variacao
entre os pontos de coleta com base na frequéncia e vistas pelos quartis, além
separagéo entre as amostras no escalonamento multidimensional (Figura 17B, C,D e
E).

A figura 18 apresenta os resultados de enriquecimento para os trés pontos de
coleta durante a progresséo de SGB. Os autores realizaram as coletas em pontos
distintos, durante meses, o0 terceiro ponto representa o paciente em recuperagao. A
cada ponto é possivel observar mudanca nas abundancias na expresséo de genes,
bem como surgimento e desaparecimento de genes entre as coletas. A analise de
enriguecimento mostra termos de GO e vias KEGG a cada ponto da progresséo, com
algumas tendo sobreposicéo, principalmente entres os tempos 2 e 3 em referéncia
aos processos bioldgicos considerados, como regulacdo negativa de células B,
células T mediando a imunidade e regulacdo dos fluidos corporeos, também vistas
nos casos brasileiros. Também encontramos vias de sinalizagdo, como TNF e NF-KB,
além das relacionadas a infeccdes e de metabolismo geral. O desenho experimental
é limitado pelo nimero de repeticdes, contando apenas com uma observacao
transcriptomica por ponto de coleta. Por esse motivo, ndo mostramos 0s resultados
de diferencas de expresséo de genes no global ou diferencial, tendo em vista que a

modelagem estatistica é limitada ao se fornecer esse numero de observagoes.
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Figura 17. Quantidade das leituras brutas, alinhadas, contadas, com mudltiplos alinhamentos e Estatistica descritiva dos resultados dos
transcriptomas considerados na andlise. A. Demonstracdo em percentagem e quantidades numéricas totais. Os quadrados indicam: cinza -
leituras brutas, azul - leituras mapeadas, verde — leituras contadas e vermelho - leituras com multiplos alinhamentos. Foram considerados para
analise apenas as leituras com valores de Phred = 30. B. Boxplot das contagens apds normalizacdo considerando os pontos de coleta, nas
distintas fases de progressao de SGB, e C. Distribuicdo de frequéncia das contagens apds normalizac&o considerando os pontos de coleta, as
cores vermelha e verde indicam individuo com SBG e sua gémea saldavel - Controle, respectivamente. D. Escalonamento multidimensional das
amostras considerando as abundancias dos genes, as cores vermelha e verde indicam individuo com SBG e sua gémea saldavel - Controle,
respectivamente. E. Coeficiente de variacdo bioldgica considerando as 6 observacdes transcriptomicas em estudo.
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Figura 18. Representantes de termos de GO enriquecidos e KEGG pathways no caso de SGB

considerado pelo grupo espanhol. A. Termos de GO e B. Vias KEGG. A cor vermelha indica

ponto coleta 1, em azul ponto de coleta 2 e em verde o ponto de coleta 3. Foram consideradas

as vias KEGG ou termos de GO com valores de FDR < 0,05. C. Heatmap com as expressdes

absolutas de alguns genes vistos nas bibliotecas transcriptdmicas consideradas no estudo

espanhol.
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7 DISCUSSAO
7.1 Principais genes e vias moduladas em células mononucleadas do sangue

periférico nos casos estudados de SGB

A avaliacdo em grupo e individual dos casos brasileiros proporcionou a
anotacao de vias e genes que respondem ao estado sintomatico quando comparados
a fase de recuperacdo de SGB, embora as coletas tenham sido feitas na fase aguda
da doenca e no estado de recuperacéo. Vale ressaltar, que o tratamento desse dado
como um grupo é desafiador, tanto do ponto de vista das variacdes individuais como
da propria complexidade em se trabalhar com o tecido sanguineo. Em trabalho de
revisdo Fan e Hegde (2005) citam fatores complicadores, como 0s Varios tipos
celulares e os diferentes estagios em que 0s mesmos se encontram, impactando nos
perfis de expresséo. Saidas metodoldgicas estdo no campo dos métodos/técnicas de
isolamento, como é o caso do PBMC.

Embora o tecido sanguineo apresente desafios inerentes na andlise de
transcriptdmica, ele permite o estudo de doengas em humanos sem deixar sequelas.
Como SGB é uma enfermidade que se caracteriza por danos ocacionados aos nervos
periféricos, a realizacdo de coletas dificilmente ndo deixaria sequelas. Do ponto de
vista dos modelos estatisticos para o tratamento de dados oriundos de abordagens
transcriptdbmicas de RNA-Seq, estes incluem rigor desde o momento do alinhamento
das leituras (reads de sequéncia) até a definicdo dos processos celulares. Song e
colaboradores (2017) discutem os desafios em se encontrar biomarcadores no tecido
sanguineo, definindo um modelo para busca de respostas coerentes e robustas em
analises de infeccdo e em doencas autoimunes, incluindo a verificacdo e dermarcacao
de genes correlatos a situagcdo em estudo. O presente trabalho, guiou-se pela
estatistica descritiva dos dados, além da utilizacdo de um modelo estatico para analise
diferencial de genes, levando em consideragéo a observacdo de pesos, variagdes
entre as repeticbes e mudancas comuns de genes entres 0s casos (ZHOU; LINDSAY;
ROBINSON, 2014; LIU et al., 2015).

A reanalise utilizando o pacote limma no R dos dados disponiveis para SGB
por esse Viés estatistico revelou que o trabalho desenvolvido pelo grupo chinés
(CHANG et al.,, 2012; GSE31014) ndo apresentou resultados significativamente
diferentes entre os grupos, a saber, 7 casos com SGB comparados a 7 pessoas

59



saudaveis. Por outro lado, o estudo realizado pelo grupo espanhol (DONCEL-PEREZ
et al., 2016; GSE72748), demonstra desenho Unico, com a comparagcao entre uma
paciente com SGB e sua irma gémea saudavel, embora ndo apresente um namero de
repeticdes necessarias para uma para uma andlise de expressao diferencial com o
necessario rigor estatistico (CONESA et al., 2016; SCHURCH et al., 2016). Por esse
motivo, apenas os resultados revelados por gPCR citado no artigo publicado pelo
grupo espanhol serdo considerados, tais resultados foram gerados pela observacéao
da expressao génica em 7 casos com SGB. Desse modo, € clara a escassez de dados
moleculares com desenho robustos que possam ser utilizados para a predicao de
redes regulatérias de expressdo génicas e vias responsaveis pela progressdo de
SGB. O trabalho desenvolvido pelo grupo brasileiro (DOURADO JUNIOR, 2015),
representa uma fonte de dados que pode servir para a identificacdo de genes e vias
moduladas durante a fase sintomatica de SGB, além de poder fornecer potenciais
genes-alvos para fins terapéuticos.

A partir de uma analise de enriquecimento utilizando os genes
diferenciamente expressos, um mapeamento de vias de sinalizacdo imunoldgicas,
inflamatorias, foi obtido. Chama-se atencdo que durante o desencadeamento de SGB
vias comuns as relatadas para infecgdo com o virus Epstein-Barr e o virus da Herpes
parecem estar ativas. Algumas vias relacionadas ao sistema imune adaptativo
também foram enriquecidas, tais como a via de sinalizacdo de células T. Além destas,
foi possivel encontrar vias dos receptores NOD-like e Toll-like representando parte da
resposta do sistema imunolégico inato. Esses resultados permitiram a observacéo de
delineamento geral em vias que podem estar relacionadas a progresséo de SGB.

Como demonstrado na analise de expressao relativa considerando os casos,
foi possivel a identificacdo de genes responsaveis pela codificacdo de fatores de
transcricdo. Dentre estes, destacam-se EGR1 e EGR2. Mudancas na expressao de
EGR2 foram relatadas como um importante fator durante a recuperagéo de SGB, e
por este motivo este FT pode ser indicando como biomarcador desta fase em SGB
(DONCEL-PEREZ et al., 2016). Safford e colaboradores (2005) descreveram EGR2 e
3 como moduladores negativos da ativagdo de células T, ou seja, moduladores
anérgicos. Células T reguladoras estdo envolvidas na manutencéo da auto-tolerancia
e homeostase imune. Recentemente foi descrito o controle exercido por esses FTs

durante a resposta imune adaptativa, tendo como alvos as células T CD4* e CD8"*
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(MIAO et al., 2017). Neste mesmo trabalho foi demonstrado que EGR2 exerce suas
funcdes ligando-se e regulando a expressdao de MYB Proto-Oncogene Transcription
Factor (MYB) e MYC Proto-Oncogene Transcription Factor (MYC), a diferenciacao de
repressores B-Cell CLL/Lymphoma 6 (BCL6) e Inhibitor Of DNA Binding 3 HLH Protein
(ID3), além de reprimir a expressdo dos fatores de transcricdo Zinc Finger E-Box
Binding Homeobox 2 (ZEB2), RORA, RORC e Basic Helix-Loop-Helix Family Member
E40 (BHLHE40).

Morita e colaboradores (2016) demonstraram que EGR2 e 3 regulam a reacao
de centro germinal, pela promocéo da sintese Transforming Growth Factor (TGF)-3,
sugerindo a utilizacdo desses TFs como potenciais alvos para criacdo de terapias em
doencas autoimunes. Deficiéncia de ambos os fatores em modelos de camundongos
levou ao desenvolvimento de Lupus (MORITA et al., 2016). Adicionalmente, ha relatos
de que o EGR2 pode induzir a conversao de células T CD4* naive em formas ativas
secretoras de IL-10 (OKUMARA et al., 2009). Além desses achados, WARNER e
colaboradores (1999) avaliaram as consequéncias funcionais de muta¢cées no gene
de EGR2 correlacionadas a severidade em miopatias humanas, incluindo a doenca
Charcot-Marie-Tooth. Uma analise em 47 familias coreanas com pacientes
diagnosticados com essa revelou que mutacées em EGR2, podem estar ligadas a
uma pré-disposicao a doenca Charcot-Marie-Tooth (CHOI et al., 2004). Tal doenca é
classificada como um grupo heterogénio de desordens genéticas que apresentam o
fendtipo de neuropatia crénica progressiva que afeta 0os nervos motores e sensoriais
(SZIGETI; LUPSKI, 2009).

O aumento da expressdo de EGR1 e EGR2 em alguns casos do estudo
brasileiro pode estar relacionado a uma tentativa de recuperacdo do controle
imunoldgico, possivelmente representando a resposta necessaria para a transicao ao
estado de recuperacdo. Desse modo é possivel, que 0s casos com aumentos da
expressao destes TFs (A, B, C, E, J e M) representem uma resposta de retomada do
controle imunoldgico ou tentativa de saida da fase aguda, por meio da supressao da
auto-tolerancia em SGB. Nossos resultados juntamente aos relatos do grupo espanhol
(DONCEL-PEREZ et al., 2016), ddo suporte de que EGR2 funcione como um
importante fator de transcricdo durante a progressao de SGB, possivelmente ligado a

retomada da normalidade imunolégica, podendo representar um biomarcador do
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estado de recuperacdo e um potencial alvo para desenvolvimento de terapias para
acelerar o inicio desta fase.

Para confirmacgdo deste potencial sdo necessarios estudos que apresentem
um maior nimero pontos de coleta/acompanhamento durante o curso da SGB, como
proposto pelo International Guillain-Barré Syndrome Outcome Study - IGOS (JACOBS
et al., 2017). Ainda ndo é clara a participacdo de EGR1 nesse processo, embora
aumento da expressao do mesmo tenha sido observado em SGB nos casos
espanhdis em recuperacdo (DONCEL-PEREZ et al., 2016). Este FT é descrito como
importante durante a diferenciacdo e mitogénese celular, sendo também sugerido
como um gene supressor de tumores (OBEN et al., 2017).

Foi possivel a observacdo dos receptores NR4Al e 2 diferencialmente
expressos em alguns dos casos avaliados. Tratam-se de receptores de fatores de
transcricdo pertencentes a superfamilia de Steroid-thyroid hormone-retinoid receptor.
Suas expressfes podem estar implicadas em respostas mitogénicas e em vias de
sobrevivéncia e morte celular (LI et al., 2006). Um estudo in vitro demonstrou NR4A1/3
envolvidos no desenvolvimento de timdcitos, além de sua particicdo em vias de
maturacdo de células T, podendo estar participando de processos pro-apoptoticos e
anti-apoptoticos. Ainda, foi reportado que a expressao diminuida de NR4A2 no PBMC
esta correlacionada a inflamacdes crénicas em pacientes com diabetes do tipo 2 (LI
et al., 2006; XU et al.,, 2015). No presente estudo, tais receptores podem estar
participando de um mecanismo de modulacdo do sistema imune, do processo de
maturacdo de células T ou mesmo promovendo apoptose. No entanto, os resultados
agui apresentados ainda ndo elucidam de forma clara o papel que essas proteinas
podem ter em SGB.

EGR1, EGR2 e receptor NR4Al, representam potencias marcadores do
periodo de resposta celular a fase sintomatica aguda e possivelmente tentativa de
retomada da homeostase imunoldgica. Tendo como referéncia os dados de
prontuario, os casos A, E, J e M levaram entre 5 a 22 dias para apresentarem 0s
primeiros dados de melhoria aos sintomas, enquanto os casos B e C levaram entre
45 a 60 dias para a melhoria aos sintomas relacionados a fase aguda. Pelas fun¢des
descritas para esses genes, levando-se em consideracdo seus niveis de expressao,
€ possivel que tais casos possam estar na fase inicial de retomada do “controle” da

resposta produzida por células imunes autoreativas. Nos casos onde néo foi possivel
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a observacdo de expressdo positiva ou em que esses genes estavam sendo
expressos negativamento, podem representar as variacdes individuais de resposta,
além de poder ser reflexo da diferenca de dias entre as coletas (a 1° coleta
respresenta a fase aguda e a 2° coleta representa fase de recuperagéao).

HBEGF surgiu como diferencialmente expresso para os casos do subtipo
desmielinizante, tanto durante a analise em grupo como durante a analise caso-
especifica. Tal proteina, que pertence a familia EGF, é um fator de crescimento que
intermedia seus efeitos via EGFR, ERBB2 e ERBB, ligando-se ao receptor de EGF
com maior afinidade (PUSCHMANN et al., 2013). E um pardlogo de
Amphiregulin (AREG), que é um fator de crescimento autécrino membro da familia
dos fatores de crescimento epidermal. Este estimula a proliferacdo de astrécitos,
células de Schwann, fibroblastos e esta relacionado a regulacdo de danos induzidos
por infeccdes virais (ZAISS et al., 2015; MCCARVILLE; AYRES, 2018). Aumento da
expressao de HBEGF pode estar correlacionada a neuroprotecéo e ao reparo tecidual,
assim como restauracao da neurogénese (JIN et al., 2002). Em 2015, HOFFMANN e
colaboradores demonstraram que o aumento da expressdao de HBEGF induzido por
Fingolimod (FTY720), em cultura de astrocitos humanos, estava relacionado a
neuroprotecdo. Em contraste, a inibicdo do recepetor de EGF levou a diminuicdo da
severidade em modelo experimental de encefalite autoimune, indicando sua possivel
utilizacdo como alvo terapéutico (AKAMA-GARREN; SWANSON; ROBINSON, 2012).

Também, NFIL3 e GATA2 apresentaram-se diferencimente expressos
guando considerado o0 grupo para 0 subtipo Desmielinizante. O primeiro
(NFIL3/E4BP4) é um TF do tipo ziper de leucina (KOBAYASHI et al., 2011).
KAMIZONO e colaboradores (2009) demonstraram que em camundongos NFIL3 esta
relacionado ao desenvolvimento de linhagem de células NK. SEILLET e
colaboradores (2014) mostraram que essa proteina tem papel no desenvolvimento em
células NK na medula e no Timo. Além destes, ha relatos de sua participacdo no
desenvolvimento de células dendriticas e células linfoides inatas, como nas células da
mucosa intestinal e Placa de Peyer (KASHIWADA et al., 2011; GEIGER et al., 2014;
SEILLET et al., 2014), assim como papel na inducéo de toleréancia em células T (ZHU
et al.,, 2015; ZHU et al., 2016). O presente estudo fornece o primeiro relato de

associacao dessa proteina a SGB.
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GATA2 é um fator de transcricdo pertencente a familia GATA zinc-finger
(IPR013088). Participa de via critica para sobrevivéncia e proliferacdo de células
tronco hematopoiéticas, diferenciacdo de células progenitoras de granulécitos-
mondcitos e diferenciacdo de basofilos e mastdcitos (LI et al., 2016). Deficiéncia de
GATA2 estad atrelada a desordens hematopoiéticas, linfaticas e da imunidade
(SPINNER et al., 2014). No presente estudo verificou-se diminuicdo da expressao de
GATAZ2 nos casos desmielinizantes, o papel desse fator de transcricdo na progressao
da doenca deve ser alvo de maior investigagao.

Ephrin type-B receptor 2 (EPHB2) pertence a familia Eph de receptores
transmembrana tirosina kinase, relacionados a transmissao sinaptica (DALMAU;
GEIS; GRAUS, 2016). Expressao positiva para esse gene foi demonstrado para o
grupo de casos Axonais. Ele possui papel na adeséo celular durante respostas
inflamatorias inatas e adaptativas, além de alteracdes da permeabilidade vascular,
regulacdo da hematopoese e modulacdo da atividade de células T (BUTLER,;
SCHMIDT, 2016). Em células sanguineas EPHB2 ¢é expresso preferencialmente em
monadcitos e macrofagos (PFAFF et al., 2008). Altos niveis dessa proteina no soro
foram encontrados em pacientes com Lupus, também correlacionados a doenca em
estado ativo (AZZOUZ et al., 2016). E possivel que essa proteina esteja relacionada
a resposta inflamatdria nos casos Axonais. No entanto, ha relatos da presenca de
homélogo desse receptor na juncdo neuromuscular (LAI; IP, 2003).

STABL foi outro gene alterado positivamente no grupo de casos Axonais. Ele
codifica uma proteina receptora de membrana, contendo 7 dominios fasciclin, 16
dominios EGF-like e 2 lectin-like do tipo C (POLITZ et al., 2002). Essa proteina esta
presente nos vasos linfaticos, endotélio sinusoidal e populacdo de macréfagos tipo |
(KARIKOSKI et al., 2009; PARK et al., 2009). Foi demonstrado in vivo que STAB1 é
responsavel pela interacdo de linfocitos e endotélio linfatico, e o seu blogueio resultou
na diminuicdo da inflamacédo (KARIKOSKI et al., 2009). Em contraste, PALANI e
colaboradores (2015) demonstraram em cultura de células que monécitos com altos
niveis de STAB1 estdo relacionados a diminuicdo da expressdo de genes pro-
inflamatorios, podendo funcionar como uma molécula imunossupressora in vivo. Esse
gene também é relatado em populagdes de macréfagos infiltrados no tecido hepético
como tendo papel na manutencdo da homeostase e protecdo contra o estresse

oxidativo (SHETTY et al., 2017). Aumento da expressao desse gene em SGB para o
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subtipo Axonal pode representar via para diminuicdo da resposta inflamatoria,
contudo, também é descrito sua interacdo com o trafego de leucocitos nos vasos
linfaticos. Tendo em vista esses achados, € dificil precisar o papel que essa proteina
pode ter na progresséo de SGB.

Natural Cytotoxicity Triggering Receptor 1 (NCR1) pertence a familia de
receptores de sinais a células NK para producéo de citocinas em respostas a células
prejudiciais (HUDSPETH; SILVA-SANTOS; MAVILIO, 2013). No presente estudo foi
demonstrado expressdo diminuida para NCR1 no grupo de casos do subtipo axonal.
Células NK séo leucdcitos inatos cruciais para o controle de infec¢des, possuindo
receptores que discriminam entre células sadias e prejudiciais (KOCH et al., 2013;
MARTINET; SMYTH, 2015). Entre as citocinas produzidas por esse tipo celular estéo:
Interferon-y (IFNy), CCL3, CCL4 e CCL5 (MARTINET; SMYTH, 2015). Relata-se que
o NCR1 atua mediando MHC | no processamento e apresentacdo de antigenos. O
bloqueio desse receptor resultou na inibicdo da lise de células infectadas pelo virus
Epstein-Barr (MORETTA et al.,, 2000). Diminuicdo da expressdo de NCR1 pode
representar parte da perda da discriminacdo entre células sadias e infectadas,
podendo participar dos mecanismos gque levam a autotolerancia em SGB.

MSR1 foi um dos genes regulados positivamente para o grupo do subtipo
Miller-Fisher. Pertence a classe A de receptores de eliminacdo de macrofagos, é uma
glicoproteina integral de membrana (GREAVES; GORDON, 2009). Estudo recente
associou DAMPs advindos de células isquémicas cerebrais internalizados por MSR1,
onde a diminuicdo dessa proteina resultou em quadro inflamatério mais severo
(SHICHITA etal., 2017). HAASKEN e colaboradores (2013) demonstraram em modelo
de camundongos deficientes de MSR1 diminuiram a incidéncia e a severidade de
artrite, embora com niveis elevados de autoanticorpos séricos circulantes. Aumento
da expressdo dessa proteina pode estar associada a resposta imune inata, com
possiveis impactos na resposta imune adaptativa.

Ainda para esse subtipo, os genes HDC, NRAV e TRAV16 estdo entre os
genes modulados negativamente. O gene HDC codifica membro de descarboxilase
do grupo Il relacionada a sintese de histamina. A histamina participa de vias
fisiologicas criticas, como inflamag&o e modulacdo imunoldgica (JUTEL et al., 2002).
NAKAZAWA e colaboradores (2014) sugeriram que a histamina promove a maturacéo
de mastocitos e age como mediador pro-inflamatorio. Negative regulator of antiviral
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response (NRAV) é um gene de RNA, nado codificante. Diminuicdo da expressao
desse gene é correlacionada a algumas infec¢des virais, podendo participar da
modulacao da reposta antiviral mediada por interferon (OUYANG et al., 2014). T-cell
receptor alpha variable region (TRAV) esté ligada ao reconhecimento de antigenos de
células T processados como peptideos pequenos, mediado pelo complexo de
histocompatibilidade (LI et al., 2007).

Fatores de transcricdo destacados na andlise individual foram: HIF1A,
NFKBIZ e RORA. HIF1A é um importante regulador de transcricdo ao metabolismo
correlato a deficiéncia de oxigénio, promovendo as adaptacdes necessarias a
condicbes de hipdéxia (NIZET; JOHNSON, 2009). Sua expressdo permite que
macréfagos e neutréfilos consigam realizar suas fungdes em condicdes de hipoxia nos
tecidos infectados, assim promovendo a resposta imune inata. NF-KB contribui para
0 aumento da expressao de HIF1A, ambos parecem ter acdes sinérgicas (RIUS et al.,
2008). Aumento da expresséao de tais FTs € descrito na resposta a infe¢cdes de origem
bacteriana, pois HIF favorece atividade bactericida e correlata a resposta
desencadeada por receptores TRL4 (NIZET; JOHNSON, 2009). Nesse contexto,
NFKBIZ é relatado em vias inflamatorias de resposta ao LPS, modulando a resposta
inata por meio da inibicdo de NF-KB (SUNDARAM et al., 2016).

RORA é membro da subfamilia de orphan nuclear receptors, participando da
regulacdo de mudltiplos processos celulares, como crescimento, diferenciacdo e
apoptose (DZHAGALOV; GIGUERE; HE, 2004; JETTEN et al., 2009; TUONG et al.,
2016). E expresso em Varios tecidos e regula a reposta inflamatdria, desenvolvimento
neuronal, metabolismo do tecido 6sseo e diferenciacéo de células CD4* Th17 (YANG
et al., 2008). Polimorfismos nesse gene estéo ligados a susceptibilidade a Esclerose
Multipla (EFTEKHARIAN et al., 2016). RORA pode estar associado a origem de
células T autoreativas em SGB, mais estudos sdo necessarios para verificar os reais
efeitos da expressao desse gene em pessoas acometidas por essa sindrome.

Aléem destes, FOS, FOSB, FOSL2, JUND e STAT2 foram genes
demonstrados diferencialmente expressos para alguns casos. FOS, FOSB e FOSL2
pertencem a mesma familia de genes e seus produtos podem dimerizar com proteinas
da familia JUN, formando o fator de transcricdo AP1 com especificidades para

diferentes para regides de sequéncias (WYNNE et al., 2017). AP1 é responsivo a

66



fatores de crescimento e citosinas, controla proliferacao, diferenciacdo, transformacéo
e morte celular (SHAULIAN; KARIN, 2002).

STAT constitui uma familia de proteinas transdutoras de sinais e ativadoras
da transcricdo, estando envolvidas com a resposta imunoldgica, proliferacao,
apoptose e diferenciacdo celular (MAJOROS et al., 2016; VARIKUTI et al., 2016).
Formas desreguladas de membros de STAT estdo associadas a esclerose multipla
(YAN et al., 2016). STATZ2 pode estar relacionada as respostas inflamatérias na fase
aguda de SGB. Nesse contexto, SOCS3 é relatado como modulador negativo de
membros da familia STAT, delecbes desse gene em camundongos resultou em
encefalite autoimune (YAN et al.,, 2016). Boontanrart e colaboradores (2016)
demonstraram que o aumento da expressdo de SOCS3 na microglia pela
suplementacao de vitamina D via aumento da expressao de IL10, estava relacionada
a resposta anti-inflamatoria.

Outro gene diferencialmente expresso visto na analise em grupo e individual
foi o codificante de C1QB, que é um componente do sistema do complemento sérico.
O sistema do complemento do mecanismo imune inato € antigo e evolutivamente
conservado, sendo divido em trés vias: Classica, Alternativa e Lectina (VIGNESH et
al., 2017). Excessiva ativacao e descontrole do sistema do complemento pode resultar
em doencas autoimunes. C1lq faz parte da via classica, ligando-se a por¢éao Fc (IgG
ou IgM) exposta durante a formacdo do complexo antigeno-anticorpo (MERLE et al.,
2015). Deficiéncia dessa proteina esta relacionada ao Lupus (LINTNER et al., 2016;
VIGNESH et al., 2017). Aumento da expressdo desse gene pode indicar uma
correlacdo de SGB ao sistema do complemento classico.

Esses genes representam importantes pontos de modulacdo das respostas e
processos celulares, incluindo fatores de transcricdo, receptores e transdutores de
sinais. Podem representar fonte de biomarcadores ou provaveis alvos terapéuticos.
Ainda, alguns genes que estdo entre os que tém suas abundancias alteradas de forma
elevada entre as fases, sao: CXCR1, CXCR2, CXCL6, CXCL8, CD36, CD86, Myocyte
Enhancer Factor (MEF)2A, Neurogranin (NRGN) e Noggin (NOG). CXCR1 e CXCR2
sdo membros da familia de receptores acoplados a proteina G, ambos receptores de
IL8 (MOEPPS, 2017; MOUSSOURAS et al., 2017). Promovem a migracao de
neutrofilos aos sitios de inflamacdo (TODD et al., 2016). Ambos 0s genes tiveram

expressao diminuida no grupo de casos Axonais. A regulacdo negativa desses genes
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pode estar relacionada a diminuicdo da resposta inflamatoria inata mediada por
neutrofilos em SGB.

CXCLE6 e 8 séo condificadas por genes pertencentes a familia de quimosinas
CXC, principais mediadores da resposta inflamatéria. Sao sintetizadas por neutrofilos
e servem como fatores quimiotaticos-guia aos sitios de infeccdes. CXCL8 é relatada
como um dos agentes que promovem O crescimento de tumores e sua posterior
migracao (XIAO; WU; POLTORATSKY, 2017). Foram encontrados altos niveis dessa
quimosina no liquido cerebrospinal de pacientes com HIV-1 associados com deméncia
(ZHENG et al., 2008). Os autores demonstram que IL1B e TNF-a, produzidos por
macrofagos infectados por HIV-1, levam ao aumento de producdo de CXCL8 nos
astrocitos, assim culminando em danos, desferidos por macréfagos ativados, aos
neuronios.

Para esclerose multipla, CXCL6 e TNF-a sao relatados como mediadores pro-
inflamatorios, promovendo a invaséo ao tecido nervoso (WU; SHEN, 2016). CD4* Thl
e Thl7 sdo as células consideradas cruciais na promoc¢ao da neuroinflamacdo,
contudo a infiltracdo depende da acdo de interleucinas e quiocinas pro-infamatorias
sintetizadas  por  células locais  (JIMENEZ-DALMARONI; GERSWHIN;
ADAMOPOULOS, 2016; CHOI et al., 2016; WU; SHEN, 2016). Os genes CXCL6 e 8
podem estar relacionados a promocéao da inflamacdo em SGB, podendo representar
uma via de recrutamento das possiveis células T e/ou B autoreativas.

Nesse contexto, foi possivel verificacdo da variacdo de expressao de genes
codificadores de CD, moléculas marcadoras de superficie como receptores ou
ligantes. Foram observadas variacfes na expressado de CD36 e CD86. CD36 teve sua
expressao descoberta em células B ligadas as respostas inatas, denominadas células
B da zona marginal. A formacao de células B em centros germinais e a producao de
autoanticorpos coincide com baixa na expressdo de CD36 de células B da zona
marginal. Por exemplo, pacientes com Lupus apresentaram baixo niamero de células
CD36 (DUHLIN et al., 2017). Tais células podem ter papel na progressao de SGB,
podendo representar importante ponto de modulacdo da inflamacé&o e/ou imunidade,
podem estar associadas a saida da fase aguda em SGB e prosseguimento para fase
de recuperacgao.

Em centros germinais, CD86 é relata como participante de via pivd em
doencas autoimunes como o Lupus (HAN et al., 2017). Em trabalho com citometria de
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fluxo, ZHU e colaboradores (2016) demonstraram aumento das quantidades de CD86
em células CD5*B em pacientes com anemia hemolitica. Além disso relataram uma
correlagcdo negativa com a quantidade de hemoglobinas. Os resultados no presente
trabalho demonstraram que no geral os casos sintométicos demonstraram diminuicdo
da expressdo de genes codificadores de cadeias de hemoglobinas, a citar: HBM,
HBG2, HBG1. Uma quantitativa desses transcritos durante o curso de SGB pode
representar um ensaio que indique o possivel estdgio em que os pacientes estao,
contudo, mais resultados sdo necessarios para indicar com maior certeza se essa
correlacdo permanece no nivel de proteinas durante a SGB.

Outros genes diferencialmente expressos nos casos estudados foram NOG e
MEF2A. NOG codifica um polipeptidio que faz parte do complexo formador do fator
de crescimento-beta (TGF-B). Este foi recentemente relatado como crucial mediador
da imunomodulacdo de precursores em células neurais, tendo potencial para
utilizacdo em terapias de esclerose mdltipla (DE FEO et al., 2017). MEF2A codifica
fator de transcricio MEF2A, pertencente a familia myocyte enhancer factor 2
composta de quatro proteinas, que desempenham funcdes no desenvolvimento
muscular, diferenciacdo neuronal e apoptose (PON; MARRA, 2016). Em células
sanguineas, tem papel na diferenciacéo de células hematopoiéticas, MEF2B e C estédo
envolvidas com os centros germinais de formacéo de células B e manutencdo da
laténcia ao virus Epstein-Barr (GRUFFAT; MANET; SERGEANT, 2002; WILKER et
al., 2008). Nossos resultados nao fornecem indicios das implicacdes do aumento da
expressdo de MEF2A em SGB, tendo em vista que ndo ha relatos que apontem o
papel que esse fator pode desempenhar em células sanguineas, embora existam
relatos para outros membros da sua familia proteica.

SIGLEC1 é membro da superfamilia de imunoglobulinas, tratando-se de uma
proteina do tipo lectina- ligante a glicoconjugados de superficie contendo &cido silalico
(ZHENG et al., 2015). E um receptor central de apresentacéo de antigenos em modelo
de SGB induzido por Campylobacter jejuni em camundongos (MALIK et al., 2015).
EAKIN e colaboradores (2016) descreveram o potencial de SIGLEC1 e 2 como
potenciais biomarcadores em doencas autoimunes, tendo em vista as flutuagbes em
vias de glicosilacdo, podendo demonstrar caracteristicas clinicas de remissao ou
recuperacdo. Aumento da expressdo desse gene nos casos do subtipo Axonal e

Miller-Fisher, corroboram com os vistos em modelos de camundongos. Ainda é
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possivel que esse gene ou proteina represente um provavel alvo-terapéutico
biomarcador de progressao destes subtipos em SGB.

Foi também possivel a observacao da expressao diferencial em dois outros
genes codificantes de lectinas do tipo C, sao eles: CLEC1B e CLEC4E. Tendo em
vista as funcdes desempenhadas por CLRs no sistema inato e consequentemente na
resposta adaptada gerada, tais moléculas tém despertado interesse como alvos
terapéuticos (GEIJTENBEEK; GRINGHUIS, 2009). O bloqueio ou a geracdo de
antagonistas tem demonstrado resultados positivos na redugdo da mortalidade de
camundongos em quadro de dengue hemorragica (CHEN et al., 2008). Relatos
correlacionam nocaute ou producéo aberrantes de tais proteinas com o surgimento
de doencas autoimunes como LES e AR (GEIJTENBEEK; GRINGHUIS, 2009).
Também ha descri¢bes de desordens de cunho alérgico (DAMBUZA; BROWN, 2015).
Esse quadro apresenta e justifica a procura de farmacos com base no bloqueio em
CLRs e Siglecs, que podem vir a diminuir a intensidade da resposta imunoldgica,
ajudando na recuperacgéo de pacientes acometidos por SGB.

IGLV1-40, IGHGS, IGLV7-43, IGLV2-30, IGLV1-51, IGLC2 e IGLC3 também
foram genes identificados diferencialmente expressos na andlise em grupo e por
subtipo, todos com expressdes positivas. Sao genes codificantes de imunoglobulinas
(Ig), conhecidas como anticorpos produzidas por células B, podem estar associadas
a membrana da célula ou secretadas (FOREMAN et al., 2007). A diversidade de
anticorpos é conseguida por dois mecanismos: 1. Recombinacdo entre as regides
variaveis (V), diversidade (D) e junc¢éo (J) nos estagios iniciais de desenvolvimento na
medula 6ssea; 2. Hipermutacdo somatica de genes Ig funcionais de células B ativadas
por antigenos, juntamente a 6rgéos linfoides (MEFFRE; WARDEMANN, 2008). Esses
processos podem dar origem a clones que expressam/produzem autoanticorpos,
gerando a autoimunidade caso os processos de checagem de clones falhem
(MEFFRE; WARDEMANN, 2008; MELCHERS, 2015; MALKIEL et al., 2016).

A tolerancia de células B é regulada em estagios de células imaturas pela
delecédo de clones, envolvendo apoptose e edi¢cdo de receptores (NEMAZEE, 2017).
A presenca de autoanticorpos IgG j& é reconhecida para SGB e base para o
tratamento atual. Além de representar 80% da populacdo de imunoblobulinas. Deste
modo o aumento da expressdo de genes relacionados a sua sintese nos

transcriptomas analisados ja era esperada. Mecanismos que levam a producao de
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autoanticorpos em SGB ainda ndo sdo completamente entendidos, principalmente do
mecanismo envolvendo células B e T que levam a autoimunidade.

Os fatores genéticos que levam a uma pré-disposi¢cao a SGB, bem como os
mecanismos que culminam em danos aos nervos periféricos, continuam sendo um
desafio nessa doenca autoimune. Alguns trabalhos associaram polimorfismos em
genes que codificam Receptores para a por¢cdo IgG a uma possivel pré-disposicao a
SGB (DOURADO JUNIOR, 2015). Contudo, esses achados sao controversos, muito
embora se tenha resultados que correlacionam a presenca do dominio FcyRIIl em
macrofagos a danos nos nervos periféricos (SUSUKI et al., 2003; ZHANG et al., 2014).
FcRs compdem familia de receptores glicoproteicos, presentes em todas as células
do sistema imune e sdo classificados com base na especificidade de ligacao
determinada pela por¢cdo gamma: yRI - ligantes a monémeros de IgG com alta
afinidade, yRII e yRIIlI, ambos com baixa afinidade de ligagdo imunocomplexos de IgG
(FRIDMAN, 1991). Participam de vias para a regulacdo do sistema imune pelo ajuste
da concentracdo de anticorpos, iniciacdo da citotoxicidade e envolvimento com
respostas de hipersensibilidade (DAVIS et al., 2002).

No presente estudo, foi possivel a observacdo do aumento de expressao de
FcRs em casos Axonais e Desmielinizantes: FCRLA, FCGR1G e FCGR2A. Essas
proteinas podem estar relacionadas a progressdo de SGB. Baranov e colaboradores
(2012) demonstraram niveis de expressdo elevados de FCRL1 em celulas B no
sangue periférico de pacientes com Esclerose multipla, arterite de Takayasu e doenca
von Willebrand. Aumento da expressdo desses genes podem estar relacionados a
progressdo de SGB, provavelmente em mecanismos de ajuste da concentracédo de
anticorpos tendo em vista a concentracdo de IgG no sangue periférico.

Em meio a esse cenario alguns trabalhos recentes demonstraram relacéo de
SGB com os receptores PAMPs. Na busca de evidéncias que pudessem nortear 0s
fatores/vias ligadas patogenia de SGB, Du e colaboradores (2015) realizaram
comparacao de expressdo de mRNAs entre células monoclonais do sangue periférico
de pacientes com SGB frente a grupo controle. Os autores relataram aumentos da
expressdo de TLR2, TLR4, MyD88 e NF-kB, o que fornece indicios da participacéo de
receptores Toll-like em SGB. Huizinga e colaboradores (2015) relataram que uma forte

resposta advinda de TLR4 pode ser critica para o desencadeamento de SGB apoés
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infeccdo por C. jejuni, além de também terem observado aumento na expressao de
células CD38 e CD40.

Esses achados correlacionam SGB a receptores de Toll-like, ja vistos como
tendo expressdes alteradas para outras autoimunes. Podem contribuir ou estar
relacionados ao desequilibrio entre sistema imune inato e sistema imune adaptativo
atrelado a SGB. Além disso, podem representar fonte de dados para criacdo de
terapias que sejam mais efetivas ou possam ser associadas as ja existentes, assim
reduzindo o tempo de recuperacdo ou mesmos possiveis sequelas em detrimento ao
tempo.

Os genes e suas vias associadas permitiram a anotacdo das principais
respostas que podem estar relacionadas a fase aguda da doenca e que levam a
recuperacdo. Como visto, sdo poucos os dados na literatura com estudos
transcriptbmicos. Esses resultados representam ponto de partida para um melhor
entendimento de SGB, busca por alvos terapéuticos que possam ser associados aos
tratamentos classicos dessa sindrome, podendo diminuir a janela entre a fase aguda

e de recuperacgao, principalmente para os casos de alto risco.

7.2 Proposicdo de modelo com os genes biomarcadores em SGB e alvos-

terapéuticos.

Com base nos resultados transcriptomicos e as funcdes relacionadas aos
genes com maiores variacdes entre os pacientes, foi possivel a proposicdo de um
modelo com os principais genes que acreditamos estarem envolvidos com a fase
aguda e possivel recuperacdo em SGB. Através da ativacdo da resposta inflamatoria,
as células do sistema imune inato e citocinas para polimerizacdo, promovem a
diferenciacdo de células CD4 T nalve em T helper (Th). Thl7 s&o células
proeminentes em vias de desenvolvimento de doencas autoimunes (HERNANDEZ et
al., 2015).

A formacao de células B responsivas ao agente infeccioso requer interacéo
com ceélulas Th foliculares nos centros germinais (SHINNAKASU et al., 2016). Os
centros germinais séo estruturas transitérias que se formam em torno de redes células
dendritricas foliculares localizadas nos 6rgaos linfoides apés 4 a7 dias, devido a
chegada de células T dependentes de antigeno (KRAUTLER et al., 2017). A via de
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sinalizacao utilizando STAT1 em células B é central para a formacdo de centros
germinais espontaneos e com a autoimunidade (DOMEIER et al., 2016). A selecéo do
antigeno-especifico de células B ocorre pelo processo de hipermutagdo somatica, sua
diferenciacdo em células B secretoras € restrita a antigenos especificos. Os detalhes
desse processo ainda sédo pouco entendidos. Em doencas autoimunes, a formacao
de células B autoreativas se da por deficiéncias durante o processo de hipermutacéo
somatica, que em condi¢des normais levariam a apoptose celular.

Tendo em vista os resultados observados, propomos um modelo que pode
representar 0s genes e mecanismos associados que podem estar ocorrendo durante
0 curso de SGB nos casos avaliados (FIGURA 19). Acreditamos que 0s principais
moduladores pré-inflamatérios persistentes sejam FOS, FOSB, FOSL2, JUND,
CXCL6 e 8, CXCR1 e 2. Membros de STAT podem estar relacionados a formacao de
das células do sistema imune adaptativo, pela promocdo da formacédo de centros
germinais e estarem relacionados a formacédo de células B autoreativas. Receptores
pertencentes a familia Toll-like devem participar das respostas inatas inicias,
dependendo do agente infecciosos. SIGLEC1, os genes codificantes de cadeias de
IgG e FcR séo os principais representantes da resposta imune adaptativa, todos ja
descritos como participantes na progressao de SGB em humanos ou em modelos em
animais de SGB. SIGLECL1 apresenta potencial alvo-terapéutico via seu blogueio.

Como moduladores positivos anti-inflamatérios e de recuperacao,
destacamos EGR1 e 2, NR4Al1 e HBEGF. EGR2 pode representar ponto de
modulacdo da resposta imunolégica que leva a recuperacdo, podendo mediar o
controle de células T autoreativas. HBEGF pode participar de mecanismo de reparo
de tecido alvo da inflamagao.

Por fim, nossos resultados para EGR2, junto aos propostos pelo grupo
espanhol, corroboram para que o mesmo possa ser utilizado como biomarcador de
recuperacdo. Adicionalmente, indicamos ERG1 também com esse potencial. Esses
fatores de transcricdo junto ao HBEGF podem representar pontos importantes na
modulacdo da resposta imune, assim sugerimos como genes-alvo para estudos

futuros que busquem alvos terapéuticos.
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Figura 19. Principais genes e possiveis mecanismos que podem estar envolvidos durante a progressdao de SGB. Construido com base nas
funcdes desempenhadas pelos genes.
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8 CONCLUSAO

SGB € uma doenca autoimune com mecanismos moleculares ainda pouco
entendidos. Os estudos transcriptbmicos com modelos focados em PBMC
representam fontes importantes de dados para o entendimento da progressédo de
SGB, mapeamento de genes e fatores de transcricdo proeminentes durante a
resposta na fase sintomética, além de indicar possiveis biomarcadores. As respostas
vistas permitiram a observacao de vias que podem estar associadas a inflamacéo e
resposta imunologica persistentes. EGR1 e 2, HBEGF e SIGLEC1 surgem como
candidatos a estudos que busquem por alvos-terapéuticos e biomarcadores,
permitindo que no futuro sejam associados ao tratamento tradicional em SGB,
principalmente em casos com fatores de risco atrelados, afim de se evitar sequelas
ou Obito. TLRs podem representar receptores inatos importantes para a progressao
de SGB, resultados recentes juntamente aos vistos no presente estudo aumentam a
discussdo sobre a participagdo dos mesmos nessa sindrome. Estudo mais
aprofundados com os genes indicados sdo requeridos, mas a demonstracdo das
respostas no presente trabalho vai permitir um delineamento experimental mais
focado as respostas buscadas, além de indicar candidatos a biomarcadores e

possiveis alvos terapéuticos.
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APENDICES

APENDICE 1 - REDE DE INTERACAO PROTEINA-PROTEINA (PPI) COM INFORMAGOES DE HOMO SAPIENS, CONTENDO EXPRESSAO
DIFERENCIAL DE GENES COM BASE NO CASO A - DESMIELINIZANTE. A. DEMONSTRA O PANORAMA DA REDE, B. E C. DESTACAM
GENES RELACIONADOS A RESPOSTA INFLAMATORIO E FATORES DE TRANSCRIGCAO QUE PODEM ESTAR ENVOLVIDOS COM A

REGULACAO DESSA RESPOSTA, RESPECTIVAMENTE. FORAM CONSIDERADOS OS GENES COM LOG2FC = 1, FDR < 0,05 E COM
VALORES DE CONFIDENCIA NA REDE DE 0.400. o
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE 2 - PPI COM INFORMAGOES PARA HOMO SAPIENS, CONTENDO EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES COM BASE NOS
CASOS B E E, AMBOS DESMIELINIZANTES. A. CASO B, EM RETANGULO ESTAO DESTACADOS OS GENES CODIFICANTES DE
PROTEINAS RELACIONADAS A RESPOSTA INFLAMATORIA, BEM COMO FATORES DE TRANSCRICAO RELACIONADOS A REGULACAO
DESSAS RESPOSTAS. B. CASO E, PODE-SE OBSERVAR RECEPTORES MEMBROS DE TOLL-LIKE E FC GAMMA RELACIONADA A
IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA, RESPECTIVAMENTE. FORAM CONSIDERADOS OS GENES COM LOG2FC = 1, FDR = 0,05 E COM

VALORES DE CONFIDENCIA NA REDE DE 0.400.
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APENDICE 3 - REDE REGULADORA TRANSCRICIONAL CONTENDO INFORMAGCOES DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES COM
BASE NOS CASOS J (A) E M (B), AMBOS DESMIELINIZANTES. FORAM CONSIDERADOS OS GENES COM LOG2FC 20,5, FDR < 0,05 E
COM VALORES DE CONFIDENCIA NA REDE DE 0.400.
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APENDICE 4 - REDE REGULADORA TRANSCRICIONAL CONTENDO INFORMAGOES DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES COM
BASE NO CASO C - AXONAL. A. DESTACA OS FATORES DE TRANSCRICAO E B. DEMONSTRA A REDE DE FORMA GERAL. FORAM
CONSIDERADOS OS GENES COM LOG2FC 20,5, FDR < 0,05 E COM VALORES DE CONFIDENCIA NA REDE DE 0.400.
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APENDICE 5 - REDE REGULADORA TRANSCRICIONAL CONTENDO INFORMAGOES DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES COM
BASE NO CASO L - AXONAL. A. DESTACA OS FATORES DE TRANSCRIGAO E B. DEMONSTRA A REDE DE FORMA GERAL. FORAM

CONSIDERADOS OS GENES COM LOG2FC 20,5, FDR < 0,05 E COM VALORIEEM‘%% CONFIDENCIA NA REDE DE 0.400.
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APENDICE 6 - REDE REGULADORA TRANSCRICIONAL CONTENDO INFORMAGOES DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES COM

BASE NOS CASOS D (A) E G (B), AMBOS; - MILLER-FISHER. FORAM CONSIDERADOS OS GENES COM LOG2FC = 0,5, FDR = 0,05 E
COM VALORES DE CONFIDENCIA NA REDE DE 0.400.
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ANEXO

ANEXO 1 - TABELA RETIRADO DO TRABALHO REALIZADO POR DOURADO
JUNIOR (2015), DEMONSTRA AS CARACTERISTICAS DOS PACIENTES COM
BIBLIOTECAS TRANSCRIPTOMICAS DO PBMC SEQUENCIADAS.

Dias
D  Caso ldade Sexo Variante/Sub- Nadir  EH* Dias para  Anti- para a
tipo melhorar** Gg segunda
amostra
A 1 15 M Desmielinizante 10 3 5 - 60
B 2 27 M Desmielinizante 8 4 60 - 120
C 3 27 F Axonal 5 4 45 - 90
D 4 35 M Miller-Fisher 7 3 7 GQ1b 120
E 5 39 M Desmielinizante 10 4 22 - 60
F 6 42 F Axonal 7 3 40 GM1 60
G 7 51 F Miller-Fisher 10 4 10 GQ1b 60
H 8 52 F Axonal 2 4 546 GM1, 120
GD1a,
GD1b
I 9 55 F Desmielinizante 10 4 25 - 240
J 10 61 M Desmielinizante 25 3 15 - 60
L 11 61 M Axonal 4 100 GM1 60
M 12 71 M Desmielinizante 8 5 10 - 180
M: Masculino.
F: Feminino.

*Escala de Hughes no nadir da doenga.

**Dias para melhorar um ponto na escala de Hughes.

***Intervalo de dias para coleta da segunda amostra de RNA.

Fonte: retirado do trabalho publicado por DOURADO JUNIOR, 2015.
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