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RESUMO

A CCFP é uma doenca neuroldgica degenerativa, pouco comum, que pode ser
hereditaria ou esporadica. Manifesta-se igualmente em ambos 0s sexos e em
qualquer idade e caracteriza-se pela presenca de depdsitos anormais de calcio no
cérebro. Apesar do importante progresso na descoberta da arquitetura genética da
CCFP, mais da metade dos casos permanece geneticamente ndo resolvida. Foram
identificadas variacdes em seis diferentes genes como causa da desordem, sendo
quatro com padrdo de heranca autossémico dominante: SLC20A2, PDGFRB,
PDGFB e XPR1; e mais recentemente o MYORG e o JAM2, com um padréao de
heranca autossémico recessivo. O objetivo desse trabalho foi avaliar através de um
banco de dados: Vascular Single Cells (Betsholtzlab) e através do Atlas de
vasculatura de Mus musculus, o padrdo de expressdo de genes ligados a
calcificacdo vascular cerebral. Foi realizada uma busca pela expresséao individual
de cada gene no banco de dados, no link
<http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html>. A ordem de busca
seguiu o padrao de heranca autossémico dominante, seguida dos genes de padréo
de heranca autossémico recessiva. Foi realizada uma analise manual milimetrada
dos valores aproximados. Cada “average counts” foi subdividido e uma projegéo
grafica foi realizada, dessa forma pudemos quantificar numericamente as
expressdes génicas nos tipos celulares. Dessa forma, os dados extraidos de forma
milimétrica, por medida indireta, demonstram uma maior expressdo do gene
SLC20A2, XPR1 e MYORG nos astrécitos, PDGFRB nas células endoteliais subtipo
3, do PDGFB nos pericitos, do JAM2 nos capilares das células endoteliais. A
expressdo vascular especifica de genes que sdo mutados em individuos com
doencas neurolodgicas ilustram a importancia critica da vascularizacao saude para
a funcao cerebral. Enquanto especializacao do endotélio vascular € conhecida por
ser uma caracteristica fundamental da BHE, a contribuicdo de células vasculares
murinas (pericitos e células de musculo liso (SMCs)) e tipos de células associadas
a vasos, como astrocitos, € menos claro. Entender os fundamentos moleculares

dessas diferencas e caracterizd-los torna possivel um alvo terapéutico no futuro.

Palavras-chave: PFBC; pericitos; calcificagao vascular cerebral.



ABSTRACT

The PFBC is an uncommon, degenerative neurological disease that can be
hereditary or sporadic. It manifests equally in both sexes and at any age and is
characterized by the presence of abnormal calcium deposits in the brain. Despite
important progress in discovering the genetic architecture of PFBC, more than half
of the cases remain genetically unresolved. Variations in six different genes were
identified as the cause of the disorder, four with an autosomal dominant pattern of
inheritance: SLC20A2, PDGFRpB, PDGFB and XPR1; and more recently MYORG
and JAM2, with an autosomal recessive pattern of inheritance. The aim of this work
was to evaluate through a database: Vascular Single Cells (Betsholtzlab) and
through the Mus musculus Vasculature Atlas, the expression pattern of genes linked
to cerebral vascular calcification. A search was carried out for the individual
expression of  each gene in the database, at the link
<http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html>. The search order
followed the autosomal dominant inheritance pattern, followed by the autosomal
recessive inheritance pattern genes. A manual millimeter analysis of approximate
values was performed. Each “average counts” was subdivided and a graphic
projection was performed, in this way we could numerically quantify the gene
expressions in cell types. Thus, the data extracted in a millimetric way, by indirect
measurement, demonstrate a greater expression of the SLC20A2, XPR1 and
MYORG gene in astrocytes, PDGFRB in subtype 3 endothelial cells, PDGFB in
pericytes, JAM2 in capillaries of endothelial cells. A vascular-specific expression of
genes that are mutated in neurological diseases, illustrating the critical importance
of vascular health for brain function. While vascular endothelial specialization is
known to be a key feature of BBB, a contribution from murine vascular cells
(pericytes and smooth muscle cells (SMCs)) and vessel-associated cell types such
as astrocytes is less clear. Understanding the molecular foundations of these
differences and characterizing them makes a therapeutic target possible in the
future.

Keywords: PFBC; pericytes; cerebral vascular calcification.



LISTA DE FIGURAS
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Figura 12. Detailed expression in each cell. Genes SLC20A2 (A), PDGFB (B),
PDGFRB (C), XPR1 (D), JAM2 (E) e MYORG (F). Observamos uma maior expressao
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1 INTRODUCAO

Calcificacbes cerebrais sao lesbes resultantes do acumulo de cristais de
hidroxiapatita no tecido encefalico por mecanismos que ainda n&o foram
completamente esclarecidos (DENG; ZHENG; JANKOVIC, 2015; CEN et al., 2020). O
principal exemplo de doenca genética caracterizada pela presenca de calcificacbes
cerebrais bilaterais € a Calcificagdo Cerebral Familial Primaria (CCFP), que é
considerada uma doenca genética rara, cujas lesdes caracteristicas sdo detectadas
através de exames de imagem, normalmente afetando regiées subcorticais como 0s
ndcleos da base, tdlamo e cerebelo (TAGLIA et al., 2014; BALCK et al., 2021). A
doenca, que pode ter perfil de heranca tanto autossémico dominante quanto
autossémico recessivo, pode também ocorrer na auséncia de historico familiar devido
a mutacdes de novo (YAO et al., 2018; BALCK et al., 2021).

Patologicamente, os cérebros humanos exibem depdsitos de sal de calcio
distribuidos predominantemente em torno de pequenos vasos sanguineos (TAGLIA et
al., 2015) e um sujeito relatado com uma mutacdo SLC20A2 apresentou calcificacao
na midia tanica de pequenas artérias, arteriolas e capilares, mas ndo em veias
distribuidas nos géanglios da base, tdlamo, substancia branca cerebelar e camadas
mais profundas do cortex cerebral (SCHOTTLAENDER et al., 2020).

Apesar do importante progresso na descoberta da arquitetura genética da
CCFP, mais da metade dos casos permanece geneticamente nao resolvida. Podemos
observar caracteristicas clinicas e de neuroimagem da doenca relacionada ao JAM2
(SCHOTTLAENDER et al., 2020). As moléculas de adeséo juncional sdo uma familia
de proteinas que desempenham um papel importante na regulacdo da polaridade
celular, permeabilidade ao endotélio e migracéo de leucdcitos e na funcéo da Barreira
Hematoencefalica (BHE). Além do JAM2, variantes recessivas no JAM3 e OCLN
estavam ligadas a distlrbios neurol6gicos complexos que se apresentam com
calcificacdo no cérebro (MOCHIDA et al., 2010; CEN et al., 2020), sugerindo que a
desregulacédo da Unidade Neurovascular Central (NVU) € importante na patogénese
do CCFP.

Embora o aumento da permeabilidade do BHE néo tenha sido confirmado em
camundongos JAM2 Knockout (KO) até o momento (TIETZ, et al., 2018), incluindo

este estudo, agora foram identificadas mutacdes em trés genes que codificam
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proteinas de juncéo apertada em humanos (JAM2, JAM3 e OCLN), sugerindo que a
perda de adeséo célula a célula com subsequente disfuncdo da passagem do soluto

€ uma importante causa de calcificacdo cerebral.

Os mecanismos pelos quais variantes em diferentes genes causam 0 mesmo
padrdao de calcificacdo em areas especificas, ainda ndo estdo completamente
estabelecidos, assim como a base celular da associacdo do MYORG com a CCFP
ainda é incerta, tendo sido identificada por Yao et al. (2018), que logo apos,
desenvolveram um camundongo KO homozigoto para o referido gene e conseguiram
com sucesso mimetizar a doenca no animal. Ao analisarem a composi¢cao dos nédulos
verificaram que eram compostos principalmente por calcio, fésforo e oxigénio,
sugerindo um agregado de fosfato de célcio, semelhante aos encontrados em

humanos e em outros modelos animais.

O MYORG e 0 JAM2, por serem 0S genes mais recentemente associados a
CCFP, possuem menos estudos explorando suas funcbes na formacdo de
calcificagbes ectopicas (SCHOTTLAENDER et al., 2020; YAO et al., 2018). Estudos
sobre 0 MYORG, entretanto, sdo mais humerosos do que estudos sobre o0 JAM2, e
modelos animais knockout para esse gene confirmam que mutacdes de perda de
funcdo no mesmo levam a formacéo de calcificacdes cerebrais (YAO et al., 2018).
Estudos indicam ainda que as calcificacbes causadas por variantes no MYORG
aparecem mais tardiamente do que aquelas vistas em modelos dos genes
SLC20A2 e PDGFB (YAO et al., 2018).

A calcificacéo cerebral vem sendo estudada pelo nosso grupo de pesquisa,
gue possui vasta experiéncia no tema, seja em estudos com pacientes, seja com
modelos celulares ou animais. Nosso grupo tem liderado o estudo dessa condicao
durante a Ultima década e participou ativamente deste processo, na co-autoria de
3 artigos na Nature Genetics (KELLER et al., 2013; LEGATI et al., 2015; WANG et
al., 2012), reportando varias familias com muta¢des no SLC20A2, PDGFB e XPR1.
O primeiro e mais importante deles, por afetar um maior nimero de familia, é o
SLC20A2, no entanto, quase 50% dos pacientes permanecem sem um
esclarecimento genético. Curiosamente, os genes SLC20A2 e XPR1 foram
inicialmente descritos como receptores virais e sO0 mais recentemente foram
entendidos como transportadores de fosfato inorganico, para dentro e fora da célula
(Wang et al, 2012; Legati et al, 2015). Nosso grupo tem liderado este processo e



participou da descoberta de 4 dos 6 genes ligados as calcificagcbes cerebrais
primarias. Nesse trabalho, especificamente, buscamos através de uma analise de
bioinformética, elucidar questdes basicas, fundamentais, a respeito do
comportamento dos pericitos e de determinados genes em um ambiente de
calcificacdo vascular. Pesquisas em bancos de dados visam acelerar a pesquisa
em todo o mundo por meio de lancamentos publicos de novos dados, conhecimento
e ferramentas, e esté vinculado a ferramentas de bioinformética. Portanto, tendo
em vista isso, a andlise do padrédo de expressao dos genes MYORG e JAM2 podera
ser um importante diferencial na compreensédo da susceptibilidade que algumas
estruturas possuem para formar calcificacbes vasculares cerebrais e suas
repercussodes clinicas. Visto que as técnicas atuais usadas para estudar os pericitos
no cérebro e os avancos da pesquisa atual, visam caracteriza-los e possivelmente

ter como alvo terapéutico os pericitos no futuro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Avaliar através de um banco de dados: Vascular Single Cells (Betsholtzlab) e através
do Atlas de vasculatura de Mus musculus, o padréo de expressao de genes ligados a

calcificacdo vascular cerebral.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar através do Atlas de vasculatura de Mus musculus, o padrao de expressao
dos genes SLC20A2, PDGFRB, PDGFB, XPR1l, MYORG e JAM2, ligados a
calcificacdo vascular cerebral.

- Avaliar através do banco de dados Vascular Single Cells (Betsholtzlab) a expresséo

génica em células unicas vasculares.

- Avaliar a expressao de dois genes envolvidos com a calcificacdo vascular cerebral
guando apresentam variantes em homozigose: JAM2 e MYORG, no Vascular Single
Cells (Betsholtzlab).

- Criar um modelo de distribuicdo da expressdo génica dos genes MYORG e JAM2
nas células vasculares: Pericitos, Células Musculares Lisas, Microglia; Fibroblastos,

Oligodendrécitos, Células Endoteliais e Astrocitos.

- Comparar o modelo de distribuicdo da expressao génica dos genes MYORG e JAM2
nas ceélulas vasculares, com os genes SLC20A2, PDGFRB, PDGFB e XPR1, no
Vascular Single Cells (Betsholtzlab).



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Calcificagéo cerebral

E uma doenca neurolégica degenerativa, pouco comum, que pode ser
hereditaria ou esporadica. Manifesta-se igualmente em ambos 0s sexos e em
qualquer idade, sendo mais frequente na quarta década de vida e caracteriza-se
pela presenca de depdsitos anormais de célcio no cérebro, associada a perda de
massa celular, conforme podemos observar na Figura 1 (MALHEIRO, 2017; BATLA
et al., 2017; CEN et al., 2020).

Figura 1 - Padrédo de distribuicdo da calcificagcdo. A. Tomografia Computadorizada (TC) do cérebro
de individuo normal; auséncia de calcificacdes. B. Calcificacdo simétrica e bilateral nos ganglios da
base (seta amarela) e no talamo (seta vermelha)

Fonte: WANG et al., 2012

As calcificacbes se formam lentamente e podem ser assintomaticas por
varios anos. A idade de inicio é tipicamente entre 30 e 60 anos, mas ja foram
descritas manifestacdes clinicas em criancas, de forma esporadica mas também
com padrdo de heranca dominante e recessivo. Ha décadas se relatam casos

isolados e familiares de calcificacdes cerebrais e desde 2012 foram identificados
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quatro genes associados a esta forma de calcificacdo, sendo eles: SLC20A2,
PDGFRB, PDGFB e XPRL1. A calcificacdo ectdpica ou ossificacdo heterotopica, é
caracterizada como a biomineralizacdo inadequada de tecidos moles,
consequentemente acarreta em danos per se (LI; UITTO, 2018). Sdo varios os
fatores que contribuem para essa condicdo, como infec¢des, traumas, alteracdes
metabdlicas e genéticas. Dentre os tecidos moles suscetiveis a esse processo, 0S
mais afetados séo: coragdo, vasos, pulméo, rim e cérebro (LEMOS et al., 2013).
Séo formados tipicamente por sais de fosfato de calcio, incluindo a hidroxiapatita
como principal componente, além de possuir também zinco, ferro e magnésio na
sua composic¢ao (GIACHELLI, 1999; SCANNAPIECO et al., 2020).

Seu quadro clinico é bastante variavel. Pode apresentar-se desde a forma
assintomatica, até a conjugacao de diversos sintomas neuroldgicos, que incluem
deterioracdo da funcdo cognitiva (deméncia), alteracbes motoras, alteracdo da
linguagem, convulsdes, cefaleias, aumento da rigidez muscular. Outros sintomas
descritos sao lentificacdo dos movimentos de escrita e manifestacdes
extrapiramidais como parkinsonismo, distonia e tiques (RUSSELL, 2011). Em
alguns casos também, os pacientes podem apresentar enxaqueca ou convulsées
(QUINTANS; OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018; CEN et al., 2020).

O padrao de distribuicdo e a maneira como as calcificacbes se apresentam
sdo diversos, mas, de maneira geral, ocorrem bilateralmente e usualmente sao
identificadas nos géanglios da base, cerebelo, tdlamo e tronco encefalico (DENG;
ZHENG; JANKOVIC, 2015; LEMOS et al.,, 2013; BALCK et al.,, 2021). As
calcificacbes nos vasos cerebrais foram relatados inicialmente em 1855, ha relatos
de uma mulher que tinha retardo mental e convulsdes (BAMBERG, 1855). Na
calcificacdo cerebral a deposicdo de minerais ocorre tanto na parede dos vasos
como no parénquima cerebral, causando neurodegeneracéo e gliose (LEMOS et
al., 2013; SCANNAPIECO et al., 2020).

Junto com a heterogeneidade genética, a Calcificacdo Cerebral Familiar
Primaria, exibe uma ampla gama de fenotipos neurorradiologicos e clinicos.
Embora calcificacées parecam surgir inevitavelmente em todos os portadores de
mutacdo adultos, a manifestacdo clinica varia de cefaleia a diversos sintomas /

sinais neuroldgicos ou psiquiatricos ou pode estar totalmente ausente. Em outras
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palavras, as variantes patogénicas segregam perfeitamente com os achados de
imagem (paraclinicos) enquanto exibem penetrancia reduzida em relacdo ao
fendtipo clinico (BALCK et al., 2021).

3.2 Genética e calcificacdo vascular

De acordo com Sobrido et al. (2013) os mecanismos que davam inicio as
calcificacbes aconteciam em individuos sem qualquer distarbio bioquimico,
elencando o termo “idiopatico”, porém deixou de ser utilizado apds a descoberta do
primeiro gene associado a doenca, quando entéo se propés o termo “calcificagao
cerebral familiar primaria” (CCFP). O termo “primario” remete a origem genética das
calcificacbes (LEMOS et al., 2015). Na tentativa de elucidar quais alteracdes
acarretavam nesse distlrbio e sinais e sintomas conseguintes, estudiosos das
diferentes regides do mundo buscaram alternativas, e foram entdo identificadas
variacdes em cinco diferentes genes como causa da desordem, sendo quatro com
padrdo de heranca autossémico dominante: SLC20A2, PDGFRB, PDGFB e XPR1
(Figura 2 — principais genes relacionados a PFBC). Em 2018, foram identificadas
variantes no gene MYORG (YAO et al., 2018), que diferente dos outros, por possuir

um padréao de heranca autossémico recessivo.

Na maioria dos relatos de CCFP hereditarias, observa-se um padrdo de
segregacao autossdbmico dominante. No entanto, existem casos raros reportados
com modelo recessivo, apesar de ndo serem bem definidos, analisados com base

na presenca de cruzamentos consanguineos (YAO et al., 2018).



Figura 2 - Funcédo dos principais genes relacionados a CCFP. A, Em condicdes fisiolégicas, as
células endoteliais secretam PDGFB que se liga ao receptor  de PDGF (PDGFRB) em pericitos.
Este processo é necessario para o recrutamento de pericitos e correta proliferacdo e migracéo ao
longo dos vasos sanguineos. O Fosfato inorganico (Pi) no é absorvido pelo Pitransporter 2 (PiT-2).
No cérebro, Pi é secretado por meio do XPR1. B, em condi¢des patoldgicas, o ligante ou receptor
de PDGF perde sua funcdo normal, levando a disfuncdo do pericito e uma alteracdo barreira
hematoencefalica. O Pi se acumula no parénquima cerebral devido a sua reduzida absorcao pelo
PiT-2. O mecanismo de doenca proposto de XPR1 mutado ainda néo foi publicado em detalhes. No

entanto, o mecanismo foi encontrado para reduzir o efluxo de fosfato das células.
Fonte: Adaptado de Tadic et al. 2015
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Dos quatro genes com padréo de heranga autossomico dominante, dois sao
relacionados com a homeostase do fosfato inorganico (Pi), o SLC20A1, que codifica
um importador de Pi para dentro das células e o XPR1, que codifica uma proteina
gue exporta o Pi para fora das células. JA o PDGFRB e PDGFB estédo associados
com a integridade da barreira hematoencefalica (BHE) e manutencdo dos pericitos.
E extremamente recente a ligacdo do MYORG com a calcificacéo cerebral familiar

primaria, permanece pouco estudado e com fungdes néo téo claras, mas sabe-se
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gue codifica uma proteina transmembrana, de envelope nuclear, que esta envolvida
na diferenciacdo de mioblastos e que no cérebro pode regular a glicosilacdo de

proteinas no reticulo endoplasmético de astrocitos (YAO et al., 2018).

3.2.1 SLC20A2

Foi o primeiro gene identificado como causador da PFBC e, atribui-se a maior
parte dos casos da doenca (DENG; ZHENG; JANKOVIC, 2015) cerca de 40% dos
casos tem causa genética identificada e existem tanto casos relacionados a
heranga autossdmica dominante e recessiva. O SLC20A2 (Solute Carrier Family 20
Member 2) codifica uma proteina transmembrana (PiT-2, type Il sodium-dependent
inorganic phosphate transporter) relacionada a manutencdo da homeostase do
fosfato, mineral importante para diversos processos celulares (GIOVANNINI et al.,
2013), € o gene responsavel por codificar a proteina PiT-2 que, junto com seu
homélogo PiT-1, codificado pelo gene SLC20A1 (2q13), compreende a familia dos

transportadores de Pi dependentes de sédio (NaPiTs).

A maioria dos casos hereditarios sao ligados ao SLC20A2. O gene SLC20A2
e seu homdlogo SLC20A1 (PiT1) fazem parte da familia tipo Il de transportadores
de fosfato dependente de sodio, esses dois genes sdo constitutivamente expressos
em varios tecidos, inclusive na glandula tireoide, paratireoide e cérebro. Estudos
funcionais do padrdo de expressdao dos genes SLC20A2 e SLC20AL1 nos rins,
tireoides e paratireoides, demonstram uma intrinseca relacédo desses genes com a
concentracdo de fosfato inorganico (Pi) sendo, PiT1 e PiT2 responsaveis pelo
controle da receptacdo do Pi sob diferentes condicbes de pH e dieta de Pi
(KAVANAUGH & KABAT, 1996; VILLA-BELLOSTA et al., 2009). Atualmente ja
foram identificadas aproximadamente 50 muta¢gbes neste gene associadas ao
fendtipo em questao (LEmos et al, 2015). Ele € reportado como o principal elemento
do mecanismo patolégico da Doenca de Fahr, visto que, sua perda funcional esta
relacionada com o acumulo de fosfato inorganico (Pi) na matriz extracelular,
causando, assim, a deposi¢cdo de fosfato de calcio. Os transportadores foram

localizados imunohistoquimicamente em astrocitos, neurdnios e células vasculares
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endoteliais, sugerindo um papel fundamental na manutencdo dos niveis de Pi
celular no cérebro. Desde 2012, diversas variantes no gene SLC20A2 tem sido
encontradas em pacientes com PFBC, o que causa perda da funcdo da proteina
PiT-2, e impacta diretamente no transporte de Pi, um dos principais mecanismos
subjacentes a doenca (HSU et al., 2013; WANG et al., 2012).

Além de alteragcbes pontuais, variagbes no numero de coépia como
duplicacdes e grandes delecdes cromossOmicas envolvendo todo o gene SLC20A2
ou parte dele, também foram relatadas em familias com membros afetados pelas
CCFP (PASANEN et al., 2016). Modelos animais knock-out demonstraram que o
silenciamento do SLC20A2 foi capaz de replicar os achados patologicos
observados nos pacientes, revelando extensas areas de calcificacdes nos ganglios
basais, no tdlamo, cerebelo e cortex (WALLINGFORD et al.,, 2017). Ademais,
também foi relatado o impacto da deficiéncia do SLC20A2 acarretando no aumento
dos niveis de Pi no liquido cefalorraquidiano (CSF — cerebrospinal fluid), apoiando
a ideia de que a PiT2 atuaria no transporte do fosfato presente no CSF para o
sangue (JENSEN, AUTZEN E PEDERSEN, 2016). Modelos in vitro revelaram,
ainda, que algumas variantes patogénicas identificadas no SLC20A2 podem
exercer uma funcdo dominante-negativa na proteina selvagem e acarretar no
comprometimento do influxo de fosfato, levando a deposi¢cdo mineral no meio
extracelular (LARSEN et al., 2017) Estudos com amostras de sangue periférico de
pessoas afetadas pelas CCFP, revelaram alteracdes no perfil de expressao do gene
diante da presenca de diferentes tipos de mutacdes patogénicas (ZHANG; GUO;
WU, 2013).

3.2.2 PDGFRp e PDGFf

Os genes PDGFB (Platelet Derived Growth Factor subunit Beta) e PDGFRB
(Platelet Derived Growth Factor Receptor Beta) foram relacionados a doenca,
também com padrdo de heranca autossémica dominante (KELLER et al., 2013).

Estes genes, que codificam, respectivamente, o fator de crescimento derivado de
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plagueta beta e seu receptor, aparentam atuar sobre a integridade e permeabilidade
da barreira hemato-encefalica (MOURA; LEMOS; OLIVEIRA, 2017).

Os PDGFs incluem uma familia de mitdogenos para células do tecido
conjuntivo, tais como células do musculo liso, fibroblastos e células da glia
(LEVEEN et al., 1994). Além do crescimento, os efeitos celulares dos PDGFs
incluem quimiotaxia, diferenciacdo celular durante o desenvolvimento embrionario,
e modulacédo de outras funcdes celulares, como a producdo de componentes da
matriz extracelular, vasoconstricao e fator neuroprotetor no sistema nervoso central
(SNC) (ZHAO et al., 2013).

Os genes PDGFB e PDGFRB, responsaveis pela codificacdo de um membro
da familia do fator de crescimento derivado de plaqueta e seu receptor,
respectivamente, sugerem que varias vias podem acarretar em fenotipos
semelhantes (KELLER ET AL., 2013). As mutacdes no sistema PDGFB —PDGFRB
(crucial para a manutencdo da barreira hemato-encefélica) sugerem que o
comprometimento dos pericitos pode também estar por tras da formacdo das

calcificagoes.

Claramente, um papel fundamental do PDGFB no SNC é a formacéo e
manutengao de pericitos, que interferem diretamente na morfogénese dos vasos
sanguineos e, seu consequente prejuizo, desencadeia a formacéao de calcificacbes
cerebrais em regides especificas (BETSHOLTZ; KELLER, 2014). Ainda ndo se
sabe como o comprometimento da BHE pode levar ao fenétipo de calcificacéo e a
razdo para o padrdo desenvolvido em camundongos e humanos ser simétrico e

bilateral.

O gene PDGFRp (5932) codifica uma proteina receptora de tirosina quinase
presente na membrana celular e é expresso em células neuronais, células
vasculares da musculatura lisa, pericitos, plexo coroide, nucleo dentado e ganglios
da base do cérebro humano. A via celular envolvendo os genes PDGFf (22q13.1)
e seu receptor desempenha fungdo importante no processo de angiogénese,
recrutamentos de pericitos e na manutencdo da integridade da barreira
hematoencefélica (BBB - blood brain barrier). Mutacdes de perda de funcdo nesses
dois genes comprometem a permeabilidade da BBB e podem ocasionar,
potencialmente, calcificacdes vasculares e na regido perivascular do cérebro.

Camundongos hipomoérficos para o gene PDGFB também reproduziram os
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fendbmenos observados em pacientes, desenvolvendo progressivos processos de
calcinose devido a deficiéncia de pericitos na protecdo da BBB (KELLER et al.,
2013; NAKAMURA, ARIMURA E NISHIMURA, 2016).

4.2.3 XPR1

Em 2015, o XPR1 (Xenotropic and Polytropic Retrovirus Receptor 1) foi o
quarto gene a ser relacionado a CCFP, afetando cerca de 2% dos pacientes
(LEGATI et al., 2015; RAMOS et al., 2017). Através de modelos celulares, a funcéo
do XPR1 foi esclarecida, de modo que a proteina atua na exportacao celular de
fosfato inorganico, de maneira oposta ao PiT-2, contribuindo para a manutencao da
homeostase do fosfato (ANHEIM et al., 2016; GIOVANNINI et al., 2013). Além
disso, estudos avaliando a expressédo de mRNA do XPR1 em modelos animais
mostraram maior expressao do gene em areas cerebrais comumente afetadas na
CCFP, assim como interacéo desta proteina com o PDGFRB (YAO et al., 2017).

As variantes do gene XPR, de carater autossémico recessivo, foram
encontradas em familias com CCFP sem alteracbes nos genes SLC20A2, PDGFS
e PDGFRB. Os individuos apresentavam deméncia, comprometimento da fala,
coréia e marcha instavel. Notava-se extensas calcificacbes nos GB além de cortex
ou cerebelo, nos exames realizados. Estudos funcionais mostraram que variantes
no XPR1 alteravam sua localizacgdo na membrana celular e/ou diminuiam
significativamente sua funcéo de exportar o Pi (ANHEIM et al., 2016; LEGATI et al.,
2015). Com a funcao de exportacao prejudicada, € comum o acumulo de Pi dentro
da célula, o que pode contribuir negativamente para a formacdo de cristais de

hidroxiapatita.

De acordo com Giovannini et al., (2013), os efeitos funcionais da deplecéo
do gene XPR1 se refletem na a exportacdo prejudicada de fosfato do citoplasma
para o meio extracelular enquanto a perda de fungdo do PDGFRp causa danos a
BHE. O gene XPR1 codifica uma proteina transmembrana identificada em células

de mamiferos como o receptor retroviral de virus xenotropico e politropico de
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murinos. A funcdo da proteina codificada pelo XPR1 é bastante conservada
evolutivamente e envolve a homeostase de fosfato celular, mediando sua
exportacdo do citoplasma para o meio extracelular. Mutacdes ligadas as CCFP
relatadas nesse gene sdo herdadas sob um carater autossémico dominante e
localizam-se no dominio regulatorio da proteina, inibindo a exportacdo do Pi e
alterando a expresséao proteica na superficie celular (ANHEIM et al., 2016; LEGATI
et al., 2015).

3.3 Unidade Neurovascular (NVU)

A barreira hematoencefédlica (BHE) ajuda a manter um microambiente
rigidamente regulado para homeostase ideal do sistema nervoso central (SNC) e
facilita as comunicagcdes com a circulacao periférica. As células endoteliais do cérebro,
que revestem a vasculatura do cérebro, mantem interacdes préximas com as células
cerebrais circundantes, por exemplo, astrocitos, periquitos e macrofagos
perivasculares. Esta funcdo facilita a comunicacdo intercelular, dando origem ao
conceito de unidade neurovascular (NVU). A comunicacdo entre todos os
componentes da NVU é essencial para a homeostase, a desregulacdo de um de seus
constituintes pode resultar em doenca. Entre as diferentes regiées do cérebro, e ao
longo da arvore vascular, o celular a composi¢cdo da NVU varia. Portanto, os sinais
diferenciais do sistema vascular imediato ambiente pode afetar o fenétipo da BHE.
Para apoiar a flutuacdo metabdlica e necessidades funcionais, uma heterogeneidade
vascular especializada € necessaria, e € conseguida por variacdes na funcdo da
barreira, expressdo de transportadores, receptores e moléculas de adesao
(VILLABONA-RUEDA et al., 2019).

A regulacao neural da microcirculacdo € realizada pela unidade neurovascular
(NVU) funcional, € uma unidade morfo-funcional, composta por células vasculares,
astrogliais e neuronais, que representa a interface entre o sistema nervoso central e
0 sistema vascular. Além de sua funcdo de barreira, tem papéis importantes na

regulacdo da entrada de substratos e saida de residuos, bem como na regulagédo da
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microcirculacéo local (TAKANO et al., 2006). A BHE nao é uma estrutura anatémica
Unica isolada, mas faz parte da chamada unidade neurovascular (NVU), essa unidade,
circunda a astroglia perivascular, células da microglia e terminais neuronais
intervenientes (OBERMEIER et al., 2013). A heterogeneidade das células da unidade
neurovascular contribui para uma heterogeneidade vascular significativa do endotélio
da barreira hematoencefalica em diferentes regides do cérebro, como a substancia
branca e a substancia cinzenta, como podemos observar na Figura 3 (VILLABONA-
RUEDA et al., 2019).

Ainda de acordo com Villabona-Rueda et al., (2019), experimentos de
transplante de células e exclusdo de azul de tripano confirmaram que os astrocitos
contribuiram para o fenétipo da BBB e estudos subsequentes mostraram que a
sinalizacdo derivada de astrocitos para células endoteliais cerebrais (CECs) levando
ao aumento da expressao de juncdes estreitas. Além disso, 0s astrocitos regulam a
expressdo de fosfatase alcalina e Na-ATPase em CECs via cAMP e IL6, sugerindo
que os astrocitos regulam a homeostase idnica; em conjunto, o reconhecimento da
contribuicdo da comunicagéao intercelular entre astrécitos, pericitos e neurdnios para
o fendtipo especifico das CECs levou a reformulacdo do conceito de NVU. Este
modelo enfatiza a manutencdo da homeostase do SNC por meio da comunicagao
multidimensional, continua e reciproca entre todos os membros da NVU por meio de
contatos fisicos e / ou liberagdo de mediadores de sinalizacdo. Portanto, a
desregulacédo de um dos componentes da NVU pode levar a “neuro-doenca”.
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Figura 3. Evolucao histérica da Unidade Neurovascular. N: neurénio; GM-A, astrdcito de substancia

cinzenta; WM-A, astrocito de substancia branca; OD: oligodendrdcito; PC, pericito; PM, macréfago

perivascular
Fonte: Adaptada de Villabona-Rueda et al. (2019)
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As células endoteliais possuem fungéo central para a BHE da NVU, séo
marcadamente diferentes de outros endotélios no corpo, pois exibem juncdes estreitas
interendoteliais (TJs) organizadas em uma extensa variedade de filamentos
juncionais; uma rede de ligacdes proteina-proteina transmembranares proximas que,
juntamente com juncdes aderentes e moléculas de adesdo juncional, impedem
essencialmente que pequenas moléculas e células invasoras passem pela parede do
vaso por uma via paracelular (CHOW; GU, 2015). Varias proteinas diferentes estdo
envolvidas na formacdo de TJs na vasculatura cerebral, mas duas das mais
importantes sdo as moléculas occludin e claudin-5, que formam pontes
homodiméricas que ligam as células vizinhas (HASELOFF et al., 2015). Essas
moléculas, por sua vez, sdo complexas com uma série de elementos intracelulares,
que se acoplam ao citoesqueleto de actina e ajudam a dar rigidez as juncbes (TIET,;
ENGELHARDT, 2015).
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Diferencas na morfologia, contetudo celular e densidade microvascular foram
observadas entre as diferentes regifes do cérebro e sdo especialmente aparentes na
substancia branca (SB) versus substancia cinzenta (SC). Historicamente, as
classificagOes astrogliais foram baseadas em sua morfologia e posicdo anatomica,
como € o caso de “astrocitos fibrosos” com processos longos em SB e mais “astrocitos
protoplasmaticos” em forma de estrela em SC. No entanto, os astrécitos tém extensas
diferencas funcionais, conforme indicado pela expressdo diferencial de
transportadores, incluindo transportadores de glutamato e subtipos de GLUT-1
(VILLABONA-RUEDA et al., 2019).

As necessidades fisiolégicas / metabdlicas do meio neural altamente ativo
estdo em fluxo constante. As demandas de troca de nutrientes, solutos, agua e
oxigénio sdo transmitidas por meio de pistas para a microvasculatura do cérebro.
Como citado acima, ha uma grande diversidade na composicdo celular da NVU, que
inclui uma heterogeneidade significativa de astrocitos, pericitos e oligodendrécitos em
diferentes areas do cérebro. Levando em consideracdo as interagdes reciprocas
dessas células cerebrais dentro da NVU e as diferentes necessidades metabdlicas e
diferencas no fluxo sanguineo / tensao de cisalhamento, o fenétipo microvascular que
diferem entre as diferentes regies do cérebro, especialmente entre as regides da
substancia branca e a substancia cinzenta (VILLABONA-RUEDA et al., 2019).
Caracterizar e compreender as implicacbes da heterogeneidade regional da
microvasculatura cerebral na satude e na doenca é uma nova fronteira para a pesquisa

vascular cerebral

3.4 Pericitos e calcificagado vascular

Os pericitos foram identificados pela primeira vez no final do século 19 por
Eberth, depois Rouget, como células isoladas espacialmente associadas a parede
capilar (ATTWELL et al., 2016). Eles foram encontrados embutidos na membrana
basal, tanto em sec¢des retas quanto em pontos de ramificacdo dos capilares, com
projecdes que se estendem do soma para envolver o vaso subjacente. Na década

de 1920, Zimmerman chamou essas células de pericitos, afirmando que incluiu



varias morfologias celulares sob essa defini¢ao, incluindo suas formas de transicéo
para células do musculo liso vascular (VSMC) na extremidade arteriolar. Os
pericitos sdo células perivasculares ao longo dos capilares, essenciais para o
desenvolvimento de um leito vascular funcional no sistema nervoso central e em
outros orgaos. As funcbes dos pericitos no cérebro adulto sdo menos
compreendidas. Os pericitos tém sido sugeridos para mediar a hiperemia funcional
no nivel capilar, regular a barreira hematoencefalica e dar origem a tecido cicatricial
apos lesdo da medula espinhal (WINKLER et al.,, 2011; ZARB, FRANZOSO,
KELLER, 2019).

Além das células endoteliais, a BHE é composta pela matriz extracelular,
astrocitos, neurdnios, microglia e pericitos. A interacdo entre essas células é
conhecida como unidade neurovascular. As células endoteliais sao circundadas por
lamina basal e endoplasto perivascular astrocitico. Os astrocitos fornecem a ligagcéo
celular aos neurénios (ABBOTT et al. 2006; ARMULIK et al. 2010).

Os pericitos estendem longos processos citoplasméaticos na superficie das
células endoteliais, fazendo contatos interdigitantes. As células endoteliais e 0s
pericitos sdo separados pela membrana basal e, nos pontos de contato, o pericito
se comunica diretamente com as células endoteliais por meio de contatos "peg e
socket" (ALLT; LAWRENSON, 2001); interagem com astrécitos regulando a
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de células endoteliais (ARMULIK et al.
2010). Atuam na estabilizacao fisica dos vasos, na regulacdo da microcirculacéo e
no fluxo sanguineo capilar. Eles afetam a coagulacdo do sangue e a funcéo
imunoldgica, e podem regular a ativacao de linfécitos, participar da angiogénese e
da vasculogénese (BIRBRAIR et al. 2015).

Tem-se determinado em estudos in vivo que as interacdes de pericitos com
as ceélulas endoteliais sao criticos para regular a BHE e a ruptura dessas interacdes
pode levar a disfuncdo desta barreira e a neuroinflamagéo (DANEMAN et al., 2010).
Além disso, estudos in vitro demonstram que 0s pericitos expressam moléculas
como o fator de crescimento endotelial vascular (VEFG) e metaloproteinases de
matriz (MMPSs) que regulam a integridade da BHE (THANABALASUNDARAM et al.,
2010).

Em algumas doencas neurodegenerativas, a degradacdo da BHE permite

gue os componentes do sangue se infiltrem no ambiente neuronal, agravando a

31



inflamacéo existente e acelerando a progressédo dos sintomas (WINKLER et al.
2011) (Figura 4). Disfungdes dos pericitos sdo cada vez mais reconhecidas como
contribuintes para a progressao de doencas vasculares, como acidente vascular
cerebral e doencas neurodegenerativas (Figura 3). O potencial terapéutico dos
pericitos para reparar 0Ss vasos sanguineos cerebrais e promover a angiogénese,
devido a sua capacidade de se comportar como células-tronco, foi recentemente
revelado. Os pericitos sdo centrais para a funcdo NVU, pois estao localizados na
interface entre o parénquima cerebral e 0s vasos sanguineos e, portanto, podem
atuar como sensores quimicos para permitir a comunicacao entre os dois grupos
de células (LACHLAM et al., 2019).

O BHE é uma barreira de difusdo vital para evitar que material toxico da
circulacdo entre no cérebro. A funcao da BBB depende de EC néo fenestrados que
formam a parede do vaso sanguineo e € sustentada por pericitos e astrécitos. Os
pericitos podem modular e manter a BBB por meio da liberacdo de fatores de
sinalizagdo para determinar o numero de juncdes estreitas EC e direcionar a
polarizacéo dos pés finais dos astrécitos. Uma redug&o no numero de pericitos pode
causar uma perda de juncdes estreitas entre CE, levando ao aumento da
permeabilidade BBB. Além disso, os pericitos podem controlar o0 movimento de
substancias entre a corrente sanguinea e o parénquima cerebral, incluindo a
depuracéo vascular de espécies téxicas para fora do cérebro (LACHLAM et al.,
2019).
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Figura 4. Mecanismo molecular de toxicidade neuronal apés interrupgdo da BHE. “Vazamento” das
células vermelhas do sangue para o microambiente neuronal e lisam, liberando a hemoglobina, apés
a perda de pericito e a degradacao da BHE, consequentemente a hemoglobina libera ferro livre, que
pode catalisar a formacao de espécies de radicais livres, moléculas téxicas para os neurdnios
motores.

Adaptado de Coatti, Cavacana e Zatz, (2019).
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Embora as células endoteliais sejam tipicamente orientadas
longitudinalmente na direcdo do fluxo sanguineo, em todos os vasos, as células que
revestem os microvasos sao achatadas e alongadas, ao passo que o revestimento
dos grandes vasos € poligonal, embora ambos os tipos de células tenham sido
encontrados ao mesmo tempo (YUAN & RIGOR, 2010).

Coatti, Cavacana e Zatz (2019) citam que a Esclerose Lateral Amiotréfica
acarreta condicdes nas quais a densidade microvascular estava aumentada, a
cobertura de pericitos estava diminuida e que havia angiogénese anormal na
medula espinhal post-mortem. A perda de pericito pode ter influenciado essas
anormalidades (YAMADERA et al. 2015).

Recentes mutacdes de perda de funcdo nos genes PDGFB e PDGFRB
implicaram os pericitos como o principal tipo de célula afetada na calcificacéo

cerebral familiar primaria (PFBC), um transtorno neuropsiquiatrico com heranga
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dominante, a expressao de Ai464131 (MYORG), Xprl, Slc20a2, Pdgfb e Pdgfrb no
nivel de RNA em diferentes tipos de células e tecidos em camundongos pode ser
observada na Figura 5 e Figura 6 (ZARB, FRANZOSO, KELLER, 2019).

Figura 5. Sec¢les sagitais do cérebro de camundongos machos em P56. Crédito da imagem:
Instituto Allen. As imagens estéo disponiveis no site: http://mouse.brain-map.org/. A barra de escala
€ 2098 um. As figuras ampliadas representam o cértex (forro vermelho), plexo cordide (forro azul),
mesencéfalo (forro verde). A barra de escala é 839 ym.

B
Pdgfo
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Figura 6. Expressao de Ai464131 (MYORG), Xprl, Slc20a2, Pdgfb e Pdgfrb no nivel de RNA em
diferentes tipos de células e tecidos em camundongos. A. Secles sagitais de embribes de
camundongo no dia 14,5 (espessura da se¢do 20 um e distancia entre se¢des de 100 um). Barra de
escala 400 um. As imagens foram retiradas do banco de dados publico GenePaint disponivel no
site: http://www.genepaint.org e descritas em (Visel et al. 2004). C. RNAseq de diferentes tipos de
células (A - astrocito, N - neurbnio, OPC - célula progenitora de oligodendrécito, NFO -
oligodendrécito recém-formado, MO - oligodendrécito mielinizante, M —micréglia / macréfago, EC -
célula endotelial) isolado de cérebros de camundongo. Os dados foram retirados de
www.brainrnaseq.org (Zhang et al. 2014).

Fonte: Adaptada de Zarb, Franzoso e Keller (2019)
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Foi demonstrado que os pericitos sob condi¢des de estresse podem secretar
MMP-9, levando a fragilidade vascular (Bell et al. 2012). O nivel de reducéo do
pericito correlaciona-se com a magnitude do dano, em relagdo ao modelo animal,
os camundongos SOD1 apresentam infiltracdo espontanea de eritrocitos devido a
quebra espontanea da BHE, o que antecipa sintomas motores e perda neuronal
(MIYAZAKI et al. al., 2011).
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3.4JAM 2

A molécula de adeséo juncional (JAM), outra proteina integral de membrana,
esta envolvida na adeséao intercelular entre as células das barreiras, bem como na
adeséao entre as barreiras e as células do sistema imunoldgico. Proteinas JAM séo
membros da superfamilia de imunoglobulinas e sdo compostas por JAM-1, JAM-2
e JAM-3. Ambas as proteinas JAM-2 e JAM-3 controlam a transmigracdo de
leucdcitos, outro importante aspecto das funcdes da barreira (OGASAWARA et. al.,
2009).

As proteinas transmembrana das jun¢des sao frequentemente agrupadas de
acordo com o numero de vezes que abrangem a membrana plasmética: JAM é uma
proteina transmembrana de passagem Unica, enquanto ocludinas, claudinas,
tricelulinas (TRIC) e marvelD3 sao proteinas de passagem quadrupla, figura 7
(CARDOSO et al., 2010).

Figura 7. Representacdo esquematica das juncdes de aderéncia (JA). VE-caderina é estabilizada
por ions de calcio e por conexdes intracelulares para o citoesqueleto de actina: a-, B-, y e p120-
catenina conectam a VE-caderina aos microfilamentos de actina. Proteinas de outras jungfes, como
JAM e PECAM-1, contribuem para estruturar a JA.

Fonte: YUAN & RIGOR, 2010.
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O JAM2 causa CCFP de maneira autossdmica recessiva, de modo que
poucos relatos de caso envolvendo esse gene estdo presentes na literatura (CEN
et al., 2019) (Figura 8). Até o momento, entretanto, nenhum estudo especifico sobre
0 papel deste gene na formacdo das calcificacdes cerebrais foi publicado, ja que
este € o gene cuja relacio a CCFP foi identificada mais recentemente
(SCHOTTLAENDER et al., 2020). O JAM2 codifica uma proteina essencial para a
formacao de zonas de ocluséo, apresentado elevada expressao em astrocitos e
células endoteliais (CEN et al., 2019). Devido a sua funcdo e localizacdo na
membrana plasmatica, estudos sugerem que o JAM2 possua papel importante na
manutencao das adesdes célula-célula e, consequentemente, na funcionalidade na
NVU (CEN etal., 2019; SCHOTTLAENDER et al., 2020). Desse modo, a NVU como
um todo parece estar envolvida no desenvolvimento das calcificagdes cerebrais, de
modo que atencéo deve ser dada ndo s6 a BHE mas também a astrdcitos e células
endoteliais (MARINHO; DE OLIVEIRA, 2021).
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Figura 8. Imagens cerebrais da doenca relacionada com JAM2. B1 a B3 sdo tomografias adquiridas

do sujeito do caso F1-1I: 2 da familia 1 e B4 a B6 sdo tomografias adquiridas do sujeito do caso F2-IlI:

3 da familia 2. Nos dois individuos, existe uma calcificacdo extensiva, simétrica e bilateral envolvendo

a ganglios da base, substancia cinzenta cortical profunda e cerebelo. B7, 8 e 9 sédo CT do caso F3-1I: 1

demonstrando calcificagdo nos ganglios da base e giros corticais, mas nédo no cerebelo. B10, 11 e 12

sdo exames de ressonancia magnética axial do individuo F3-Il: 1 da familia 3 mostrando ganglios

basais e calcificacéo frontal (B10 € T1, B11 é T2 e B12 é reconstrugédo axial Ven Bold, sensivel ao

célcio mostradas como regides hipointensas). Areas de asterisco ( * ) de calcificacdo na RM.

[adaptada].




3.5 MYORG

Ja em relacdo a casos de CCFP causada por heranca autossdmica
recessiva, 0 gene que mais merece destaque € o MYORG (Myogenesis Regulating
Glycosidase), correlacionado a doenca apenas em 2018 mas ja considerado como
um dos principais genes relacionados a doenca. Com a descoberta da relacao do
MYORG, a tendéncia é que em muitos individuos que nao foram identificadas

variantes entre 0s quatro genes iniciais, apresentem variantes nesse gene.

O gene MYORG (myogenesis regulating glycosidase) esta localizado no
cromossomo 9p13.3 e possui outras nomenclaturas como NET37 (nuclear envelope
transmembrane proteins) e KIAA1161 (YAO et al., 2018). Sabe-se que a proteina
codificada & transmembrana, de envelope nuclear e que esta envolvida na
diferenciacdo de mioblastos (DATTA; GUAN; GERACE, 2009). A proteina é
amplamente expressa em quase todos os tecidos humanos, incluindo o cérebro

(YAO et al., 2018).

Os mecanismos pelos quais variantes em diferentes genes causam o mesmo
padrdo de calcificacdo em éareas especificas, ainda nao estdo completamente
estabelecidos, assim como a base celular da associacdo do MYORG com a PFBC
ainda € incerta, tendo sido identificada por Yao et al. (2018), que logo apds,
desenvolveram um camundongo KO homozigoto para o referido gene e
conseguiram com sucesso mimetizar a doenga no animal. Ao analisarem a
composi¢do dos nodulos verificaram que eram compostos principalmente por
calcio, fosforo e oxigénio, sugerindo um agregado de fosfato de calcio, semelhante
aos encontrados em humanos e em outros modelos animais. Anteriormente ja havia
sido demonstrado que a calcificacdo cerebral apresenta uma deposicdo de
minerais, tanto na parede dos vasos como no parénquima cerebral, causando

neurodegeneracéo e gliose (LEMOS et al., 2013).

Casos de CCFP causada por variantes nesse gene (MYORG-CCFP) ja
foram descritos tanto em situacbes de homozigose quanto em casos de

heterozigose composta, e até 0 momento os casos de pelo menos 40 familias com

CCFP ja foram relacionadas a este gene (CHEN et al.,, 2020). Curiosamente,

pacientes com MYORG-CCFP parecem apresentar quadro clinico mais severo e de
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progressdo mais rapida do que pacientes com CCFP causada por outros genes,
uma associagdo que ainda n&o havia feita em relagéo a nenhum dos outros genes

associado a CCFP.

Assim como visto no MYORG, casos de JAM2-CCFP ja foram relatados tanto
devido a homozigose quanto a heterozigose composta (SCHOTTLAENDER et al.,
2020). Entretanto, e apesar da aparente semelhanca clinica entre casos de CCFP
causada por variantes no JAM2 e no MYORG, mais relatos de casos de JAM2-
CCFP séo necessarios para detalhar a clinica desses pacientes (CEN et al., 2019;
SCHOTTLAENDER et al., 2020).
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4. MATERIAIS E METODOS

O Vascular Single Cells (Betsholtzlab) é um banco de dados de expressao
génica em células vasculares e perivasculares no cérebro de mus musculus adultos.
Usando suas ferramentas, referentes a analise da expressdo genética de tipos de
células e zonacédo na vasculatura cerebral, para delinear um perfil de expressao para
0s genes SLC20A2, PDGFRB, PDGFB, XPR1, MYORG e JAM2, foram seguidos 0s

seguintes passos:

4.1 Busca nas bases de dados

Foi realizada uma busca pela expresséao individual de cada gene no banco de
dados, no link <http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html>. A ordem
de busca seguiu o padrdo de heranca autossémico dominante: SLC20A2, PDGFRg,
PDGFB e XPR1. Em seguida, foram buscados os genes MYORG e JAM2, de padréo
de heranca autossémico recessiva. Este banco de dados fornece definicdes
moleculares para as principais classes de células vasculares e perivasculares do
cérebro de camundongo adulto.

Foram escolhidos os tipos de células cerebrais definidas na coluna “Tipo /
Grupo 17, correspondentes a: PC - Pericitos; SMC - células musculares lisas; MG -
Microglia; FB - células vasculares semelhantes a fibroblastos; OL - Oligodendrécitos;
CE - células endoteliais; CA - astrdcitos; v - venoso; capil - capilar; a - arterial; aa -
arteriolar; 1,2,3 — subtipos, conforme podemos observar na Figura 9.

Em seguida, o banco de dados gerou gréaficos da expressao génica em cada
célula analisada nesse banco de dados para as células supracitadas. O banco de
dados gerou graficamente “Detailed expression in each cell” e “Average expression in
each cluster” (Expressao detalhada em cada célula e Expressdo média em cada
grupo, respectivamente), para os tecidos do cérebro e pulmdes. Os dados referentes
ao tecido pulmonar foram descartados e entao, a expressado de cada gene “Average

expression in each cluster” foram analisados.
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Figura 9. Layout da base de dados Vascular Single Cells (Betsholtzlab). Em 1) ComboBox para busca
da expressao génica na base de dados; em 2) ComboBox para selecdo dos tipos celulares a serem
buscados.

(1) Search gene expression in vascular single cells

Search with mouse gene symbol to display its expression profile

(2) Identify enriched genes in brain cell type(s)

Choose two cell types/groups and identify the genes enriched in type/group 1
(refresh the web browser to reset all values if needed)

Type/Group 1 Type/Group 2
Select all Select all
Pericytes Pericytes
venous SMC venous SMC
arteriolar SMC arteriolar SMC
arterial SMC arterial SMC
Microglia Microglia

fibroblast-like type 1
fibroblast-like type 2
Oligodendrocytes

fibroblast-like type 1
fibroblast-like type 2
Oligodendrocytes

EC type 1 EC type 1
EC type 2 EC type 2
EC type 3 EC type 3
venous EC venous EC
capillary EC capillary EC
arterial EC arterial EC
Astrocyte Astrocyte

4.2 Anadlise dos graficos

O banco de dados nao disponibiliza os valores brutos referentes a expressao

em cada grupo celular, optou-se entdo por realizar uma analise manual milimetrada

dos valores aproximados. Cada “average counts” foi subdividido e uma projecéo

gréfica foi realizada, dessa forma pudemos quantificar numericamente as expressoes

génicas nos tipos celulares. Através dos valores obtidos pudemos criar uma tabela e

observar as regides de maior expressao.

4.3 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram dispostos em tabela, e entdo sujeitos a analise e

montagem de dispersdo grafica fazendo uso do Microsoft Excel 2016. Com a
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confirmacédo dos dados brutos, os dados serdo comparados entre os bancos de dados
citados. Para a obtencdo dos dados sao utilizadas diferentes sondas e as analises
serdo quantificadas e expressas em Z-score, com 0 objetivo de esclarecer perfis de
expressdo que podem indicar mecanismos fisiopatoldgicos presuntivos.
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5 RESULTADOS

5.1 Parte 1 — Manuscrito Publicado

Manuscrito publicado no Journal of Molecular Neuroscience, em fevereiro de 2021,
conforme Figura 10. Fator de Impacto 2020-2021: 2.678. Disponivel na integra no
Apéndice A.

https://doi.org/10.1007/s12031-021-01816-8

Figura 10. Manuscrito Publicado no Journal of Molecular Neuroscience. Em fevereiro de 2021.

Joumal of Molecular Neuroscience:
https-iideiorgi10.1007/s12051-021-018516-5
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Abstractx

Primary familial brain calcification (PFBC) iz an uncommon degenerative neurclogical disease that can be hereditary or
sporadic, and manifests equally in both sexes and at any age. Several studies initially identified variants in four different genes
as the cause of the disorder, all with an autosomal dominant inheritance pattern: SLC2042, PDGFRE, PDNGFE and XFR].
However, there have been reports of the involvement of additional genes in the autosomal recessive inheritance pattern, such
as MYORG and more recently J4M2, suggesting that the deregulation of the nevrovascular unit (NVU) is important in the
pathogenesis of PFBC. The recent study by Schottlaender and collaborators (2020) has added new data to foster these analyses
and to enable a better understanding of this underdiagnosed and intriguing nevropsychiatric condition. A great challenge
now is to design a model that explains how different pathways might lead to similar neuroimaging findings but with variable
clinical cutcome, and with marked severity in cazes linked to MYORG and JAM2. Currently available databazes of detailed
gene expression in different vascular cell types from the mouse brain could be used to explore a possible integrative model.

Keywords Primary familial brain calcification - JAM2 - Neurovascular voit - Nevrogenetics
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5.2 Parte 2 — Resultados e Discussao dos demais achados

Qualitativamente podemos inferir que no gene SIC20A2, a sua expressao nas
células segue uma sequéncia decrescente, na qual observamos expressdes de AC >
aSMC > OL> FB1 > aaSMC > vSMC > FB2 > PC > MG> vEC > EC1 > EC3 > aEC >
capilEC; a BHE é composta pela matriz extracelular, astrocitos, neurdnios, microglia

e pericitos.

A interagdo entre essas células é conhecida como unidade neurovascular. As
células endoteliais sdo circundadas por lamina basal e endoplasto perivascular
astrocitico. Os astrécitos fornecem a ligacao celular aos neurénios (ABBOTT et al.
2006; ARMULIK et al. 2010). Ja o que se difere no PDGFB com uma sequéncia de
expresséo de EC3 > aEC > EC2 > ECL1 > capilEC > MG > sSMC > vSMC > vSMC >
PC. As células endoteliais possuem funcdo central para a BHE da NVU, séo
marcadamente diferentes de outros endotélios no corpo, pois exibem juncdes estreitas
interendoteliais (TJs) organizadas em uma extensa variedade de filamentos
juncionais; uma rede de ligacdes proteina-proteina transmembranares proximas que,
juntamente com juncdes aderentes e moléculas de adesado juncional, impedem
essencialmente que peguenas moléculas e células invasoras passem pela parede do

vaso por uma via paracelular (CHOW; GU, 2015).

Varias proteinas diferentes estdo envolvidas na formacdo de TJs na
vasculatura cerebral, mas duas das mais importantes sdo as moléculas occludin e
claudin-5, que formam pontes homodiméricas que ligam as células vizinhas
(HASELOFF et al., 2015). Essas moléculas, por sua vez, sdo complexas com uma
série de elementos intracelulares, que se acoplam ao citoesqueleto de actina e ajudam
a dar rigidez as ungdes (TIET; ENGELHARDT, 2015).

Ja o PDGFRB apresenta expressées maiores em PC > Vsmc > aaSMC > FB2
> MG > FB1, com demais tipos celulares com expressdes préximas de zero. Achados
também citados por Betsholtz; Keller, (2014), aonde um papel fundamental do PDGF(
no SNC é a formagcdo e manutencdo de pericitos, que interferem diretamente na
morfogénese dos vasos sanguineos e, seu consequente prejuizo, desencadeia a

formacao de calcificagbes cerebrais em regides especificas Ainda ndo se sabe como
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o comprometimento da BHE pode levar ao fenétipo de calcificacédo e a razdo para o

padrao desenvolvido em camundongos e humanos ser simétrico e bilateral.

O XPR1 e o MYORG tem uma expressao similar com um pico nos astrocitos,
aonde o XPR1 apresenta um certo equilibrio visual entre sua expressao nos subtipos

das células endoteliais, conforme podemos observar na Figura 11 abaixo.

Figura 11. Distribuicdo dos genes ao longo das células. Aonde PC - Pericytes; SMC - Smooth muscle
cells; MG - Microglia; FB - Vascular fibroblast-like cells; OL - Oligodendrocytes; EC - Endothelial cells;

AC - Astrocytes; v - venous; capil - capillary; a - arterial; aa - arteriolar; 1,2,3- subtypes.
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Apesar do importante progresso na descoberta da arquitetura genética do
PFBC, mais da metade dos casos permanece geneticamente ndo resolvida. Podemos
observar caracteristicas clinicas e de neuroimagem da doencga relacionada a JAM2
(SCHOTTLAENDER et al., 2020)

Todos os sete casos relatados por Schottlaender et al. (2020), tiveram
calcificacdo cerebral identificada na tomografia computadorizada do cérebro e/ou
ressonancia magnética. Eles apresentavam um padrédo consistente de calcificacéo
simétrica bilateral dos ganglios da base e substancia cinzenta cortical profunda. Além

disso, os idosos das familias 1 e 2 apresentaram calcificacdo severa na folia do
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cerebelo e no talamo (figura acima: 1B) Todas as familias realizaram extensas
investigacbes genéticas, metabdlicas e mitocondriais, que excluiram as causas

adquiridas e outras herdadas de calcificacao cerebral.

As moléculas de adesao juncional sdo uma familia de proteinas que
desempenham um papel importante na regulacdo da polaridade celular,
permeabilidade ao endotélio e migracdo de leucécitos e na funcdo da Barreira
Hematoencefalica (BHE). Além do JAM2, variantes recessivas no JAM3 e OCLN
estavam ligadas a disturbios neurologicos complexos que se apresentam com
calcificacdo no cérebro (MOCHIDA et al., 2010), sugerindo que a desregulacédo da
(Unidade Neurovascular Central) NVU é importante na patogénese do PFBC. Embora
0 aumento da permeabilidade do BBB nao tenha sido confirmado em camundongos
JAM2 Knockout (KO) até o momento (TIETZ, et al., 2018), incluindo este estudo, agora
foram identificadas mutacdes em trés genes que codificam proteinas de juncéo
apertada em humanos (JAM2, JAM3 e OCLN), sugerindo que a perda de adeséao
célula a célula com subsequente disfuncédo da passagem do soluto € uma importante
causa de calcificacéo cerebral.

Além disso, uma colaboracdo multicéntrica da China descreveu recentemente
guatro pacientes de trés familias que apresentaram PFBC e mutacdes bi-alélicas no
JAM2 (CEN et al., 2020). Eles mostram curiosamente falha na translocacdo do JAM2
para a membrana plasmética em mutantes transfectados com JAM2 de células de
ovario de hamster e propdem um comprometimento da adeséao de célula a célula como
mecanismo causador de falha da NVU e consequente fenétipo de calcificacédo

cerebral.

Proteinas associadas a disturbios da calcificacdo cerebral em tipos celulares
da NVU apresentam muta¢cdes autossomicas dominantes em genes que codificam o
transportador inorgéanico de fosfato 2; (PiT2 codificado por SLC20A2) e exportador de
fosfato inorganico; (XPR1 codificado por SLC53A1 / XPR1) sdo causadores de PFBC,
destacando a desregulacédo da homeostase do fosfato como uma importante causa
de deposicao de calcio. Subunidade B do fator de crescimento derivado de plaguetas
(PDGF-B codificado por PDGFB) a sinalizacdo através do receptor de fator de
crescimento derivado de plaquetas-B (PDGFR-B codificado por PDGFRB) é
importante para a sobrevivéncia de pericitos e manutencdo da barreira

hematoencefalica (BBB). Mutacdes autossomicas dominantes em PDGFB e PDGFRB
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causam PFBC sugerindo perda da integridade da BBB como um patomecanismo
adicional. Em consonéancia com isso, mutacdes recessivas em JAM3 e OCLN que
codificam proteinas de juncéo estreita tém sido associadas a neuroldgicas complexas,
disturbios que incluem calcificagao cerebral. As mutacdes JAM2 identificadas por Cen
e col (2020), apoiam ainda mais a desregulacdo da integridade da BBB como um

patomecanismo de PFBC.

De forma quantitativa, os dados extraidos de forma milimétrica, por medida
indireta, demonstram uma maior expressao do gene SLC20A2, XPR1 e MYORG nos
astrocitos, PDGFRB nas células endoteliais subtipo 3, do PDGFB nos pericitos, do

JAM2 nos capilares das células endoteliais, conforme exposto na Tabela 1.

Tabela 1. Sumérios dos resultados de expresséo celular por genes. Aonde: PC - Pericitos; SMC -
Células Musculares Lisas; MG - Microglia; FB - células semelhantes a fibroblastos vasculares; OL -
Oligodendradcitos; EC - Células Endoteliais; AC - Astrécitos; v - venoso; capilar - capilar; a - arterial; aa
- arteriolar; 1,2,3- subtipos

SLC20A2 PDGFRB  PDGFB XPR1 JAM2 MYORG
PC 23,04 3,20 2500,00 43,29 12,50 2,50
vSMC 46,08 22,00 2343,75 20,31 7,20 2,50
aaSMC 65,28 21,00 1156,25 13,32 9,60 2,50
aSMC 101,76 24,00 550,00 4,99 6,00 2,50
MG 24,96 50,00 137,50 16,65 12,50 2,50
FB1 76,80 0,80 137,50 13,32 84,00 5,00
FB2 42,24 0,40 393,75 3,33 96,00 2,50
oL 96,00 0,80 12,50 3,33 25,00 7,50
EC1 11,52 100,00 68,75 38,29 378,00 2,50
EC2 3,84 104,00 62,50 56,61 348,00 2,50
EC3 9,60 120,00 31,25 26,64 420,00 2,50
VEC 11,52 100,00 12,50 34,96 342,00 2,50
capilEC 3,84 96,00 31,25 26,64 456,00 2,50
aeC 7,68 110,00 12,50 44,95 420,00 2,50

AC 144,00 0,40 75,00 111,55 288,00 272,50

PC — Pericytes: sao células que revestem o0s vasos sanguineos, desempenhando um
importante papel na estabilizacdo e no suporte desses vasos, além disso, eles

exercem funcdes de interacdo com outras células que estdo em seu microambiente.
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SMC - Smooth muscle cells: As células musculares involuntarias. As células do
musculo liso (SMCs) sao células musculares involuntarias e ndo estriadas que
revestem o interior de 6rgdos ocos, como artérias, pulmdes, bexiga, sistema digestivo

e sistema reprodutivo.

MG — Microglia: s@o as células imunologicas do cérebro. Uma fungéo principal da
microglia é inspecionar o microambiente local e responder a leses pela liberacéo de

moléculas pré-inflamatérias e depuracéo fagocitica das células apoptoticas

FB - Vascular fibroblast-like cells; Um tipo de célula intersticial, conhecido como
‘células semelhantes a fibroblastos' por morfologistas, € comum, mas sua funcéo é
desconhecida. Essas células sdo encontradas perto dos terminais dos neurdnios
motores entéricos, sugerindo que poderiam ter um papel na geracdo de respostas

neurais que ajudam a controlar os movimentos gastrointestinais.

OL - Oligodendrocytes: Os oligodendrdcitos (ou oligodendréglia) sdo as células da
neuréglia, responsaveis pela formacdo, e manutencdo das bainhas de mielina dos
axbnios, no SNC (sistema nervoso central), funcdo em que no sistema nervoso
periférico € executada pelas células de Schwann (s6 que apenas um oligodendrécito
contribui para formacdo de mielina em varios neurénios ao contrario da célula de
Schwann gue mieliniza apenas um ax6nio). Sem os oligodendrdcitos, os neurbnios
ndo sobrevivem em meio de cultura. Em suas caracteristicas fisicas o0s
oligodendrocitos mostram-se um corpo celular arredondado e pequeno, com poucos
prolongamentos, curtos, finos e pouco ramificados (dai o nome: oligo= pouco; dendro=
ramificacdo). Assim como em diversas células do corpo humano nos oligodendrdcitos

podem ser geradores neoplasias (tumores), que neste caso sdo os oligodedrogliomas.

EC - Endothelial cells: € um tipo de célula achatada de espessura variavel que recobre
o interior dos vasos sanguineos, especialmente os capilares sanguineos, formando

assim parte da sua parede.

AC — Astrocytes: Os astrocitos séo células da neurdéglia, sédo as mais abundantes do

sistema nervoso central e sdo as que possuem as maiores dimensdes. Levam esse
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nome pelo seu formato (astro= estrela, cito= célula). Existem dois tipos de astrocitos:
0s protoplasmasticos e os fibrosos.

Os dados também foram demonstrados “Each cluster”, conforme podemos
observar na Figura 12, a expressédo vascular-especifica de genes que sao mutados
em individuos com doencas neurologicas, especificamente a PFBC, ilustra a
importancia critica da vascularizacdo saude para a fungéo cerebral. A vasculatura do
cérebro abriga a barreira hematoencefalica (BHE) - que € necessaria para funcéo
neuronal, mas representa um obstaculo para o tratamento farmacoldgico de doencas

cerebrais.



50

Figura 12. Detailed expression in each cell. Genes SLC20A2 (A), PDGFB (B), PDGFRB (C), XPR1 (D),
JAM2 (E) e MYORG (F). Observamos uma maior expressédo do gene SLC20A2, XPR1 e MYORG nos

astrécitos, PDGFRB nas células endoteliais subtipo 3, do PDGFB nos pericitos, do JAM2 nos capilares

das células endoteliais.
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Enquanto a especializacdo das células vasculares endoteliais € conhecida por
ser uma caracteristica fundamental do BHE, a contribuicdo de células murais
vasculares (pericitos e células de musculo liso (SMCs)) e tipos de células associadas
a vasos, como astrocitos, € menos claro. A vasculatura cerebral exibe uma hierarquia
arteriovenosa semelhante aos de outros leitos vasculares. Diferencas no fluxo
sanguineo, pressao e a composicdo quimica sdo paralelos ao longo do eixo
arteriovenoso por diferengas morfolégicas e funcionais, como jungdo estrutura e

permeabilidade.
N&o existem base molecular de especializacdo arteriovenosa vascular, apenas

marcadores de arteriovenosos endoteliais foram identificados, em varias espécies,
orgaos e estagios de desenvolvimento. A diferenciacédo arteriovenosa mural envolve
distintas morfologias celulares que variam desde os revestimentos SMC de mdultiplas
camadas de grandes artérias aos pericitos singulares, orientados longitudinalmente

ou estrelados de capilares e vénulas.

Considerando que a contratilidade dos SMCs vasculares € crucial para a
regulacao da presséo sanguinea e do fluxo, o papel fisioldgico dos pericitos é pouco
claro. Considerando a vasta importancia médica e farmacoldgica da vasculatura do
cérebro e a falta de compreensdo molecular de seus tipos de celulares constituintes,
Vanlandewijck et al, 2008, estabeleceram o perfil transcricional dos principais tipos de
células da vasculatura cerebral usando o sequenciamento de RNA de uma Unica

célula (scRNA-seq).

Expressdo do JAM 2 no The Human Protein Atlas <http://www.proteinatlas.org/>

Este gene pertence a superfamilia da imunoglobulina e a familia da molécula
de adeséo juncional (JAM). A proteina codificada por esse gene € uma proteina de
membrana do tipo | localizada nas juncOes estreitas das células epiteliais e
endoteliais. Ele atua como um ligante adesivo para interagir com uma variedade de
tipos de células imunes e pode desempenhar um papel na localizagéo de linfécitos

nos 6rgaos linféides secundarios. E também conhecido como: JAMB; CD322; JAM-B;
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VEJAM; PRO245; VE-JAM; C2lorf43. Apresenta ampla expressdo na placenta
(RPKM 25.9), cérebro (RPKM 13.2) e 20 outros tecidos.

Esse gene se localiza no 21g21.3 cromossOmico, na Figura 13 podemos
observar os tecidos e 6rgdos humanos analisados pela analise transcriptdmica, sendo

estes dados expostos em RPKM (Reads Per Kilobase Million).
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Figura 13. Especificidade do tecido do RNA. Gréfico de barras: Resultados mostrando as rela¢des
entre os 27 tecidos e érgaos diferentes, maior expressdo na placenta (aproximadamente 26 RPKM),
seguida pelo cérebro (aproximadamente 14 RPKM). A - localizagdo de todos os 27 tecidos analisados
e orgados no corpo humano. B - a relagédo entre os tecidos. Resultados de agrupamento hierarquico
mostrando as relac¢des entre os 27 tecidos e 6rgaos diferentes baseados e um mapa de calor mostrando
a correlagdo de Spearman em pares. Os nimeros entre parénteses mostram o nimero de amostras
replicadas para cada tecido.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas baseadas na andlise de bancos de dados existentes sdo hoje um
importante impulso para o desenvolvimento cientifico, pois possuem baixo custo para
sua utilizacdo e os dados obtidos podem auxiliar no processo produtivo e,
conseguentemente, levar a novas descobertas. Os mecanismos pelos quais variantes
em diferentes genes causam o mesmo padréo de calcificagcdo em areas especificas,
ainda nédo estdo completamente estabelecidos, assim como a base celular da

associacdo do MYORG com a CCFP ainda é incerta.

De forma quantitativa, os dados extraidos de forma milimétrica, por medida
indireta, demonstram uma maior expresséo do gene SLC20A2, XPR1 e MYORG nos
astrocitos, PDGFRB nas células endoteliais subtipo 3, do PDGFB nos pericitos, do
JAM2 nos capilares das células endoteliais. A expressédo vascular especifica de genes
que sdo mutados em individuos com doencas neuroldgicas ilustram a importancia
critica da vascularizacdo saude para a funcao cerebral. Enquanto especializacao do
endotélio vascular € conhecida por ser uma caracteristica fundamental da BHE, a
contribuicdo de células vasculares murinas (pericitos e células de musculo liso
(SMCs)) e tipos de células associadas a vasos, como astrocitos, € menos claro.
Entender os fundamentos moleculares dessas diferencas e caracteriza-los torna

possivel um alvo terapéutico no futuro.
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Abstracts

Primary familial braim cakeification (PFEC) is an uncommon degenerative neurclogical disease that can be hereditary or
sporadic, and mamifests equally in both sexes and at any age. Several studies initially identified variants in fowr different genes
ms b cause of the disonder, all with an astosomal domimant inheritance pattern: SLC204 2, POGFRE, PINGER and XPRT.
However, there have been reports of the imvalvement of additional gemes in the autosomal recessive inherilance pattern, such
s MYORG amd more recently JAMZ, sugpesting that the deregulation of the neurovascular unit (31U is important in the
pathogenesiz of PFBC. The recent study by Schotilaender and collaborators (2030 has added mew data to foster these amalyses
and to enable a better understanding of this underdiagnosed and intrigwing newropsychiatric condition. A great challenge
nonw is o design a model that explains bow different pathways might bead to similar neemoimaging findings but with variable
clinécal outcome. and with marked severity in cases Hoked to MYORG and JAMZ. Currently available datshases of detailed
gene expression in different vascular cell types from the mouse brain could be used 1o explore a possible integrative model.

Keyword: Primary familial brain cabcification - JAM2 - Newrovasoular unit - Newrogenetics

Primary familial brain calcification (FFBC) is an underdiag-
nosed degenerative neurological disease that can be heredi-
lary ar spormdec. It manifests equally in both sexes and at any
age, amd it is characterized by the presemce of abnormal cal-
cium phasphate deposits in the brain (Chaintins et al. 20018).

It clinkcal picture is gquite variable. PFFEC can present as
an asympiomatic condition or as a combination of several
newralagical sympioms. Additionally, and even though the
distribution pattern and the way the calcifications appear
are diverse, these lestons generally occur bilaterally and are
usually slemtified in the basal ganglia. cerebellum, thalamus
and brainstem (Deng et al. 2005

Several studies oripimally identified variants in four dif-
feremt gemes as the cause of this disorder, all with an auto-
somal dominamt inheritance patbern: SLOXAZ, PINGFRE,
FPMGFE and XPEI. However, there have been reports of the
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invalvement of additional genes with an auinsomal reces-
sive inherilance patiern, such as AR and more recently
JAMZ (Yao et al. 2018}

Of the four genes linked io an autosomal dominant inher-
ilance pattern, two are relaled o inorganic phosphate (Pi)
homeostasis. Those gemes are SLC20AZ, which encodes a
tramsmembrane Fi imporier, and XPR T, which encodes a pro=
fein that exports Fi out of the cells. PENGFRE and FINGFER,
an the vdber hand. are associated with the integrity of the
hlood~brain barrier (BBEB) and maintenance of pericyies,
aml there is still mot a clearly defined mechamism o explain
how pathogemic variations lead to brain calcfcations.

The comnection of MFOREG with FFEC is extremely
recent amd still poordy studied, and its functions are bess
clear., but MFORG is kmown o encode a tramsmembrane
prodeim of the nuclear envelope that is involved in the dif-
feremtiztion of myoblasts. Additsomally, it seems 1o regulste
protein ghoosylation in the endoplasmic reticulum of astro-
cytes (Yao et al. 2018).

More recently, Schottlaender et al. (2020} reporied
additional patients linked to JAMZ, in addition 1o an ani-
mal model showing brain findings amd a severe clinical
manifestation that mimécs some of the findings observed in
humans. Bo far, that is the fourth knodkout mouse model of
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FFBL, with the other ones linked 1o SLOX0A 2, POGEFS and
MYOREG. The authors also mentioned that extensive genetic.
metabolic and mitochendrial myvestigations were carried ol
im all families, which excleded the acquired amd other inber-
ited camses of cerebral calcification.

Junctional adbesion molecules (1AM are a family of pro-
teins that play an impaortant mole in regulating cell polarity.,
im the permeability of the endothelium and leukocyte migra-
tiom, and in the function of the BEB. In addition o £AM2,
recessive variams i JAMS amd (WCLY have been linked o
oomplex newrdogical disorders that presemt with cabeificas
tiom in the braim (Mochida et al. 2010), suggesting that the
deregulation of the newrovasoular wnit (ML) is imporant
in the pathogenesis of PFEC.

The BEE is a part of the se-called NV, which surmounds
the: perivascular astroglial and microglial cells and interven-
img meuronal termimals {Obermeier et al. 2013). Pericytes
act in the physical stabilization of vessels, in the regulation
of microcirculation and in capillary blood Aow. They affect
blood clotting amd immume function, and can regulate lym-
phocyle activation, participating in angiogenesis {Birbrair
et al. 2015).

The WYL probably represents a potential therapeutic
targed in this group of disorders, amd the six genes reported
so far have helped o clarify most suspected PFBC cases
reported in the literature by the main research groups
devoted o this topic.

A great challenge now is 1o design a new model that
explains how different pathways might lead 1o similar neu-
mimaging Andings but with variable clinical omcomes, with
marked severity in cases linked 1o MYORCF and fAM2.

Currently availahle datmbases of detxiled gene expression
im different vascular cell types from the mouse brain coulbd
be used to explore a possible integrative model. One exams-
ple of this approach was highlighted in the first MPORG
study, wherne the authors used publicly avadlable data From
the Beixholtz group to compare the differences between the
gene expression af different cell types of the braim vascula-
ture in mice {Vanlandewijck et al. 2018; Yaoet al 2018). Previ-
s analyses, for example, show that some genes present
simmilar patterns of expression in specific cells, such as oli-
grademd rocy tes., bt more diverse expression in others, such
@ pericyles.

Adlditiomal aralyses will also help explain the beterngene-
s climical outcome of this comdibon, which sometmes is
extremely variable even between siblimgs carrying the same
pathogenic variant. Single-cell analysis in the vasculature
«am also poimt b the reasons for the stmilar patiern of calci-
fications cansed by different genes, as well as o why some
brain regions are more prone o repealed calcification.
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horaria de 16 horas, Numero do Registro 499525, com nota 7.00, oferecido pelo Nucleo de
Linguas da UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO no ambito do Programa Idiomas
sem Fronteiras - Francés no periodo de 30/04/2018 a 29/05/2018.
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Presidente do Programa IsF
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e Ouvinte

Interface cérebro-maquina: interacdo entre o tecido nervoso e eletrodos de registro

intracortical. 2018. (Seminario).
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Salde Mental e o LATTES uma
Nuvem Nebulosa

Waydja Lania Virginia de Aradjo Marinho (UFPE)
waydjaa@gmail.com

Siléncio na academia, clamor sem ajuda, lutas internas, pro-
blemas de salde mental... Com o passar dos anos vem surgindo
um crescente pedido de ajuda silencioso dos estudantes que preci-
sam “engordar” o curriculo Lattes. Soa cliché falar que “a vida nao
cabe no Lattes”. Como estudante de pds-graduacdo, posso dizer
que o falar difere do pensar e agir.

Varios estudos acerca do tema vém sendo publicados ao re-
dor do mundo (EVANS, T. M.et al. Evidence for a mental health cri-
sis in graduate education, Nature Biotechnology. v. 36, p. 282— 284,
2018), demonstrando uma crescente necessidade de diagnosticar
e tratar essa populagdo. Estudantes da linha stricto senso sao re-
portados como os mais susceptiveis a crises de ansiedade e de-
pressdo, com taxas relatadas na literatura de aproximadamente
seis vezes quando comparados ao publico em geral.

Mas de onde surgem esses problemas? Tal qual uma nuvem
nebulosa, a poeira de enfrentar rotinas pesadas e cobrangas de
desempenho exacerbadas, auséncia de treinamento em adminis-
tracdo do tempo pessoal e formas de lidar com o estresse muitas
vezes imposto. Além de tudo isso, ainda existem outros fatores as-
sociados, como o fato de sair de casa em busca do seu sonho, do
seu crescimento profissional, a busca pelo perfeccionismo imposta

desempenho exacerbadas, auséncia de treinamento em adminis-
tracdo do tempo pessoal e formas de lidar com o estresse muitas
vezes imposto. Além de tudo isso, ainda existem outros fatores as-
sociados, como o fato de sair de casa em busca do seu sonho, do
seu crescimento profissional, a busca pelo perfeccionismo imposta
por nos mesmaos,

Além das cobrangas dos (des)orientadores, ha brigas de egos
entre a classe docente que terminam respingando em cobrancas
excessivas ao aluno, a busca por essa aceitacdo associada a aprova-
gdo dos colegas de laboratério, a competicdo pelo reconhecimen-

Il CONGRESSO UFPE EM DEBATE 18



to, a comparacdo de curriculos, contando quem publica ou publi-
cou mais artigos em determinado intervalo de tempo, a qualidade
e fator de impacto da revista, os exames de qualificacdo, melhores
notas e todas as etapas de execucdo de um projeto de pesquisa.

Muitos de nds acha estar sozinho nessa rotina devastadora,
mas se empaticamente olharmaos para o lado, veremos que nosso
colega provavelmente também estd na mesma situagdo. A bolsa
incompativel com o custo de vida e que por vezes atrasa, condigbes
precarias de sobrevivéncia a uma pds-graduacao, por outro lado, a

requisicdo de dedicacdo exclusiva, experimentos que teimam em
colega provavelmente também esta na mesma situacdo. A bolsa

incompativel com o custo de vida e que por vezes atrasa, condigdes
precarias de sobrevivéncia a uma pos-graduagdo, por outro lado, a
requisicdo de dedicagdo exclusiva, experimentos que teimam em
nao dar certo e as incansaveis crises de choro noturnas (<https://
www1.folha.uol.com.br/ciencia/2017/12/1943862-estudantes-
-de-mestrado-e-doutorado-relatam-suas-dores-na-pos-gradua-
cao.shtml> Acesso em 29 de Outubro de 2018).

Nesse meio nao ha meio termo: “Faz-se perfeito ou ndo se
faz”. Com isso, demonstra-se uma necessidade grave de educar
professores sobre o impacto da educacdo de pds-graduagdo na
saide mental de estudantes de pds-graduagdo. Muitos académi-
cos tém falado sobre suas préprias doengas mentais e o estigma
que enfrentam dentro da comunidade académica: o receio de ndo
ganhar estabilidade ou julgamentos por colegas é apenas uma das
principais preocupacdes enfrentadas por aqueles gue sofrem de
disturbios mentais. Fundamentalmente, ha uma necessidade de
uma mudanca na cultura dentro das universidades para eliminar
o estigma e garantir que os alunos ndo relutem em se comunicar
abertamente com seus orientadores.

Ainda ndo hd um diagnostico real desse problema em nos-
so pais. Talvez pelo estigma associado de ter uma doenga mental,
ha um costume de se questionar a divulgagdo dos problemas de
satde mental, o que deveria acontecer em forma de aconselha-
mento, pois dessa forma, poderia se expor aos seus (hipotéticos)
conselheiros. Estudos sugerem aos pos-graduados que conversem
abertamente com um conselheiro universitario designado, sobre o
que pode ser obtido com a confidencialidade e gue nivel de deta-

190 Il CONGRESSO UFPE Em DEBATE
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Ihe & apropriado. “Se um pdés-graduado sente que algum nivel de
revelacdo ajudaria seu orientador a entender seu comportamen-
to recente, pode ser suficiente dizer simplesmente: ‘Eu tenho tido
problemas e estou recebendo ajuda para isso™.

Para ter sucesso, as pessoas devem cuidar de si mesmas. Ain-
da concordo com estudiosos que argumentam: “Conseguir ajuda é
um sinal de forca, ndo fraqueza”.

Il CONGRESSO UFPE EM DEBATE 19
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vasculature on the betsholtziab* database: understanding a new gene
linked to brain calcification authored by Waydja Lania Virginia de Araujo
Marinho, Jodo Ricardo Mendes de Oliveira during the event “X International
Symposium on Diagnostics and Therapeutics (SINATER), V International
Symposium on Rare Diseases (RDIS) and XIV LIKA Scientific Journey” (SigProj
No.  336560.1825.121666.02072019), promoted by Laboratory of
Immunopathology Keizo Asami (LIKA), Federal University of Pernambuco
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e Publicacéo

- Apresentacao de resumo

Expression pattern of JAMZ2 in mouse brain vasculature on the betsholtzlab* database:
understanding a new gene linked to brain calcification. X International Symposium on
Diagnostics and Therapeutics (SINATER), V International Symposium on Rare
Diseases (RDIS) and XIV LIKA Scientific Journey

Disponivel em: <https://www.youtube.com/watch?v=IPT7klJwt_0>
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- EXPRESSAO PARA O GENE MYORG PELO ALLEN MOUSE BRAIN ATLAS NA
CALCIFICACAO CEREBRAL. 1° Encontro de Biociéncias da UFPE

CERTIFICADO

Certificamos que Waydja Lania Virginia de Araujo Marinho
apresentou, na forma de Pdster, o resumo intitulado “PERFIL DE
EXPRESSAO PARA O GENE MYORG PELO ALLEN MOUSE
_ BRAIN ATLAS NA CALCIFICACAO CEREBRAL”, com autoria
1 EBID Waydja Lénia Virginia de Aratjo Marinho; Jodo Ricardo Mendes
UFPE de Oliveira, durante o | Encontro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco, realizado em Recife,
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- Sexismo hemisférico: uma visdo da neurociéncia. 1l JORNADA DE INOVACAO E
PESQUISA DA FOCCA E UNISAOMIGUEL.

s’ CERTIFICADO
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Certificamos que Waydja Lania Virginia De Aradjo Marinho, ministrou a palestra
intitulada Sexismo hemisférico: uma visiio da neurociéncia, com carga horaria de 4
horas, na I1I Jomada de Inovagiio e Pesquisa da UNISAOMIGUEL e FOCCA.

Recife, 06 de novembro de 2019.
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