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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa responsavel pela maioria dos
casos de deméncia no mundo. Apesar dos esforcos para compreender o papel dos genes
associados, muito de seus mecanismos permanece pouco compreendido e dificulta o
desenvolvimento de melhores métodos de diagndstico e terapia. Recentemente, os miRNas
surgiram como fatores associados a diferentes mecanismos fisiopatolégicos em diferentes
doencas. Identificar genes regulados negativamente e miRNAs regulados positivamente no
tecido cerebral de pacientes com DA para esclarecer como eles poderiam interagir. Dados
recuperados do Gene Expression Omnibus (GEO) foram analisados na ferramenta GEO2R. A
andlise de agrupamento foi feita nos softwares Gene Ontology (GO) e Excel. miRNA. A anélise
de predicdo da interacdo mRNA-miRNA foi realizada no banco de dados miRWalk. Ambos 0s
conjuntos de dados estudados mostraram um ndmero muito alto de DEG regulados
negativamente. A analise de similaridade mostrou 913 DEG comuns entre eles. Segundo a
analise do GO, esses genes estdo ligados a cerca de 601 processos bioldgicos. A analise de
agrupamento nestes cinco grupos mais significativos resultou em 18 genes. Alguns deles tém
sido associados a processos comuns na DA. Cinco miRNA foram regulados positivamente e
tém a capacidade de interagir com quatro dos genes previamente identificados. Os resultados
demonstram potenciais novas redes entre os genes, bem como mostram possiveis interacdes
entre eles e miRNAs relacionados a DA. De fato, revela uma possivel melhor compreensdo da
patogénese da DA e, mais adiante, possiveis novos alvos terapéuticos e diagndsticos.
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ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder responsible for the most cases of
dementia worldwide. Despite all efforts to comprehend the key role associated genes, much of
their pathways and networks remain poorly understood and therefore hinder the development
of better diagnostic and therapy methods. Recently, miRNAs have emerged as putative factors
associated with different pathophysiological mechanisms throughout the body. Thus, this paper
aims to identify downregulated genes and upregulated miRNAs in AD patient brain tissue to
clarify how they could interact. Data retrieved from Gene Expression Omnibus (GEO) was
analyzed on the GEOZ2R tool and expression level was defined by the log2 fold-change.
Clustering analysis was made on Gene Ontology and Excel software. miRNA. The mRNA-
miRNA interaction prediction analysis was carried out in the miRWalk database. Both studied
datasets showed a very high number of downregulated DEG. Similarity analysis showed 913
common DEG between them. According to GO analysis, these genes are linked to about 601
Biological Processes. Clustering analysis on these five most significant groups resulted in 18
genes. Some of them have been linked to common processes in AD. Five miRNA were
upregulated and have the capacity to interact with four of the previously identified genes. The
results demonstrate potential novel networks among 18 genes involved in AD pathogenesis as
well as show possible novel interactions between them and miRNAs related to AD. In fact, it
reveals possible better understanding of AD pathogenesis and, further on, possible novel
therapeutic and diagnostic targets.

1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma condicao patologica decorrente da perda da funcao
neuronal cognitiva que afeta principalmente a memoria, gerando grande impacto social para o
individuo. Segundo a previsdo da Alzheimer's Disease International, existem mais de 30
milhdes de pessoas em todo o mundo que vivem com DA e o0 numero de pessoas com a
patologia dobrard a cada 20 anos, com aumento relativo ainda maior em paises em
desenvolvimento, como o Brasil (“Dementia statistics | Alzheimer’s Disease International
(ADID)”, [s.d.]). Tendo isso em vista, a Organizacdo Mundial da Satde reconhece a doenca como
uma prioridade global de satde publica, incentivando pesquisas sobre o assunto. No entanto, a
DA é um desafio da neurociéncia atual devido a sua alta complexidade patologica, resultando
na dificuldade diagndstica e na inexisténcia de tratamento eficaz e cura (SCHELTENS et al.,
2021).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A priori, patologicamente, a DA é caracterizada pela deposicéo de placas amiloides, e
emaranhados neurofibrilares no cérebro do paciente. As placas amiloides ou placa senis sdo
agregados de peptideos B-amiloide, que quando aglutinados entre os neurdnios, impedem a
transmissdo de sinais, prejudicando cognitivamente a atividade cerebral do individuo. J& os
emaranhados neurofibrilares sdo agregados de proteina tau hiperfosforilada. Em condicGes
normais, essas proteinas executam funcdo de estabilizar os microtubulos nos neurénios, no
entanto, quando acumuladas causam neurotoxicidade e podem levar & morte neuronal e, em
conjunto com f-amiloides, ao processo neurodegenerativo caracterizando a DA (KHAN et al.,
2020). Entretanto, sabe-se que a DA € uma doenca multifatorial, em que os fatores ambientais
e genéticos influenciam o desenvolvimento da patologia e, apesar de muitos estudos, muitos
mecanismos ainda ndo sdo bem compreendidos.

A DA pode ter um inicio precoce, devido a mutagdes raras, ou um inicio tardio que pode
ser influenciado por fatores de risco genéticos que levam o individuo a uma maior
susceptibilidade de desenvolver a doenca. Por um lado, a maioria dos casos sdo DA de inicio
tardio, cujos sintomas se desenvolvem apos 0s 65 anos, por outro lado, cerca de 1% dos casos
da DA tém um aparecimento precoce e possuem alguns genes determinados que por heranca de
mutacdes culminam no desenvolvimento da doenca antes dos 65 anos. Nesse Viés, apOs varios
anos de pesquisa, obteve-se uma maior, mas ndo completa, compreensao da genética associada
a patogénese da DA (KANEKIYO; XU; BU, 2014; PERNECZKY et al., 2024; PUGLIELLI;
TANZI; KOVACS, 2003; YAMAZAKI et al., 2019; ZHAO et al., 2018).

A DA de inicio tardio apresenta herdabilidade de 58 a 79% e a de inicio precoce mostra
mais de 90% (SIMS, HILL, WILLIAMS, 2020). Sabe-se que mutacdes nos genes presenilina
1 (PSENL1), proteina precursora de amiloide (APP) e presenilina 2 (PSEN2) resultam uma
acelerada produgao de B-amiloide e, com isso, o desenvolvimento da DA familiar de inicio
precoce. A DA de inicio tardio possui associacdo amplamente estudada com o gene
Apolipoproteina E (APOE), que esta associado a formag&o e ndo depuracdo de placas amiloides
e emaranhados neurofibrilares. Nesse sentido, a genética da forma familiar de inicio precoce da

DA resultou em uma melhor compreensao da fisiopatologia da doenca. No entanto, a forma
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mais prevalente da DA, a DA de inicio tardio, tem mecanismos e genes influenciadores que
ainda permanecem inexplicados e incertos (WILLIAMSON; GOLDMAN; MARDER, 2009).

Historicamente, devido aos achados patolégicos da doenca nas necropsias, que
mostravam as placas amiloides e emaranhados neurofibrilares no tecido neuronal dos pacientes,
0S genes mais investigados para compreender o Alzheimer eram 0s gque envolviam a cascata
amiloide (ZHANG et al., 2023). No entanto, além das vias de depuragédo de placas amiloides e
emaranhados fibrilares, a DA, por ser uma doenca multifatorial, apresenta influéncias genéticas
associadas a outras vias como a do metabolismo de colesterol e processos inflamatérios (SIMS;
HILL; WILLIAMS, 2020). Desse modo, é essencial a busca de genes ligados a outros processos
que possam desempenhar um papel importante na fisiopatologia e na maior susceptibilidade a
DA. Com isso, compreender de forma profunda os quesitos genéticos da DA pode levar a
deteccdo, prevencao e tratamento precoces, tendo em vista que os tratamentos medicamentosos
sdo mais eficazes nos estdgios iniciais da DA e ndo quando a doenca ja causou
neurodegeneracdo extensa, alem de apresentar novos alvos para as terapias genéticas.

Além disso, varias estruturas podem interagir com os genes, dentre elas estdo 0s
MicroRNAs (miRNAs), que sdo classes de RNA de fita simples néo codificadores de proteina
gue podem modular expressdes génicas e, dessa forma, estarem envolvidos com érgdos e
patologias especificas, tornando-se, inclusive, biomarcadores para diagnostico e terapias
genéticas (AERQIN et al, 2022; FERRARI; SORBI, 2021; GRAFF-RADFORD et al, 2021;
KLYUCHEREV et al, 2022; TAN; YU; TAN, 2014).

Mais de 2600 miRNAs ja foram preditos através de analises do genoma humano. Esse
quantitativo ja encontrado teria o potencial de modular negativamente mais de 15 mil genes por
meio de ligacdes em regides especificas do RNA mensageiro (MRNA) e formacdes de
complexos de silenciamento induzido por RNA (RISC). Como resultado, o miRNA causaria a
supressdo da traducéo e degradacdo dos mRNAs. Com isso, 0s miRNAs tém se tornado objeto
de investigacdo para melhor compreensédo do processo da fisiopatogénese e talvez novos alvos
terapéuticos de doencas que tém um componente genético presente no processo salde-doenca
(ALQURASHI et al, 2019; DENK et al., 2018).
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Walsh, Nguyen, Binder (2021) relatam a aplicacdo de alguns miRNAs como potenciais
marcadores para diagnostico da Esclerose Multipla (MS) e a expressao desregulada dessas
moléculas em pacientes com MS sugerem sua intrinseca relacdo na fisiopatogenia da doenca.
Segundo eles, os miRNAs envolvidos interferem nas vias de inflamacéo, glicose, mielinizacdo
e desmielinizacdo do sistema nervoso central (SNC). Além dos efeitos diretamente ligados a
doencas do sistema nervoso, 0s miRNAs tém sido envolvidos com diferentes situacdes
patoldgicas relacionadas a modificagcGes metabdlicas como as que sdo encontradas em estudos
epidemiolégicos envolvendo a DA.

Morishita et al. (2021) reportam a relacdo entre miRNA com o carcinoma hepatocelular
(HCC), podendo inclusive servir como marcador diagndstico e alvo terapéutico. Segundo eles,
0s miRNAs podem ser divididos em onco-miRNA e miRNA supressores de tumor. Tais
miRNAs, nesse caso, interferem em vias inflamatdrias e em vias do metabolismo lipidico
hepético, aumentando o estresse oxidativo que favorece o surgimento da esteatohepatite com
progressao para cirrose e em sequéncia para carcinoma hepatocelular.

Segundo Suksangrat, Phannasil, Jitrapakdee (2019), os miRNAs estdo envolvidos na
modulacdo de processos regulatorios do metabolismo energético como a sensibilidade
insulinica e o transporte de glicose, aumentando o risco de desenvolvimento da diabetes
mellitus. Inclusive sendo mostrado que a inibicdo desses miRNAs apresenta melhora no quadro
de resisténcia insulinica em modelos animais, o que evidencia o potencial uso terapéutico de
inibidores desses miRNAs.

Atualmente, as formas diagnosticas para o Alzheimer incluem testes cognitivos, exames
de neuroimagem e deteccdo de biomarcadores. Todavia, 0os métodos diagndsticos sdo
dificultosos de diagnosticar a doenca antes do surgimento dos sintomas, sdo exames caros e
invasivos, respectivamente. Com isso, pelo que se sabe da patogénese da DA, a técnica ideal
para diagnosticar a doenga de Alzheimer seria a que pudesse identificar a doenga em um tempo
consideravel antes do inicio dos sintomas, apresentar 0 menor custo e poder ser realizada em
grande massa populacional como um método de rastreio (SIMS, HILL, WILLIAMS, 2020).

Nesse sentido, sabendo que diversos estudos encontraram dados suficientes para a

utilizacdo de miRNAS nos processos patoldgicos e sabendo o peso do fator genético na doenca
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de Alzheimer, a descoberta de miRNASs que atuam em genes relacionados a patogenia da DA €
um enorme potencial para o diagnostico precoce e inovacao na terapia génica da doenca. Dessa
forma, tendo em vista o grande impacto da doenca de Alzheimer mundialmente, o
estabelecimento de métodos diagnosticos e terapéuticos eficazes utilizando os miRNAs
resultaria na melhor qualidade de vida para individuos ja acometidos pela doenca e para aqueles
com altas chances de desenvolver a doenca.

Assim, fica clara a capacidade deste estudo de contribuir para a progressao do
entendimento sobre os fatores associados a DA. De maneira certamente aplicada e com
potencial para impactar diretamente e positivamente sobre a vida de dezenas de milhdes de
pessoas em todo o mundo. Efeitos especialmente relevantes em paises como o Brasil, que

enfrentardo aumento substancial dos casos desta doenca.

3 METODOLOGIA

A busca de genes relacionados a Doenca de Alzheimer foi realizada no banco de dados
Gene Expression Omnibus (GEO), que armazena diferentes conjuntos de dados selecionados
com recursos avangados para a analise de niveis de expressdo génica. Utilizou-se as palavras-
chave “Alzheimer’s Disease” e “Gene Expression”. Os resultados foram filtrados para a espécie
Homo sapiens. Foram obtidos trés datasets: GSE63063, GSE36980 e GSE118553. O primeiro
utilizava amostra sanguinea, enquanto os dois Ultimos foram realizados por uma andlise post-
mortem a partir de amostras de diversas regifes do encéfalo. Com o intuito de eliminar as
possiveis diferencas possiveis de concentracio de mMRNAs em vesiculas pertencentes a
diferentes tecidos, o dataset GSE63063 foi retirado do estudo.

O GSE36980 utiliza amostras de RNAs extraidas de tecidos cerebrais post-mortem além
de amostras de RNAs isoladas do hipocampo dos modelos animais de Alzheimer, camundongos
triplo transgénicos (3xTg-AD). As amostras foram divididas em grupos com Alzheimer, sem
Alzheimer e com deméncia vascular. Além disso, o perfil de expressdo também foi comparado
entre sexos dos pacientes. O dataset GSE118553 é formado por amostras humanas de tecidos

cerebrais e cerebelo de diferentes grupos: sem Alzheimer, com Alzheimer assintomatico
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(alteragbes compativeis com Alzheimer, mas sem alteracdo cognitiva) e aqueles com
Alzheimer. O primeiro estudo foi realizado no Japdo enquanto o segundo ocorreu na Inglaterra.
Para nosso estudo foram utilizados e comparados apenas os dados dos grupos de
pacientes que apresentavam Alzheimer com aqueles sem a doenca. Os grupos possuiam
amostras de diferentes regides e ndo houve separacao de subgrupos de acordo com o género.

Cada dataset foi analisado pela ferramenta GEO2R para obtencdo dos genes com
expressao diferenciada (DEG). Foi considerado como estatisticamente significante o valor de p
< 0,05. Para eliminar a taxa de descobertas falsas (FDR), o valor de p foi ajustado pelo teste de
Benjamini-Hochberg. Aqueles com significancia estatistica foram selecionados e tabulados no
Excel para analise do nivel de expressdo. Foram escolhidos os genes com expressao diminuida
(NDEG), em razdo da presenca de miRNAs provocar diminuicdo da expressdo génica.
Posteriormente os dados selecionados dos datasets GSE118553 e GSE36980 passaram por uma
analise comparativa em busca de genes presentes nos dois estudos.

A lista unificada dos NDEG foi analisada no site Gene Ontology para identificacdo dos
principais processos bioldgicos que poderiam ser afetados pela disfuncdo dos genes com
expressdo diminuida. Os 5 processos com os menores valores de p foram selecionados para
uma andlise de semelhanca na tentativa de encontrar genes que participassem dos 5 processos
biolégicos de maior significancia. Essa etapa foi realizada com o objetivo de buscar possiveis
“Hub genes” na lista final.

Os genes obtidos na analise de semelhanca dos processos bioldgicos foram catalogados
e estudados na base de dados génica humana GeneCards. Nessa base foram recuperadas
informac@es gerais do gene como numero de identificacdo de acordo com NCBI Entrez Gene e

suas funcdes moleculares (Quadro 1).
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Busca por
datasets de

lexpressio génicalzrl>

na Doenca de

GSE118553,
GSEJ6980 e
GSEGB3063

Alzheimer

GSE6G3063
excluido por
utilizar amostra
de diferente
local (sangue).

Genes com
expressdo
diminuida em
GSE118553 e
GSEJ6980

Genes
semelhantes
aos datasets

5 PBs mais
relevantes
segundo o
valor de P
ajustado

=

Genes presentes
simultaneamente
nos 5 PBs

1

Andlise de

Processos

Bioldgicos
no GO

Revisdo na
literatura para
entender a
possivel
relagido entre
0s genes

Quadro 1: Sequéncia de atividades para a identificacdo dos genes de interesse do estudo.

O miRNAs foram obtidos de duas fontes: dataset de expressdo génica e por analise

computacional de predicao de interacdes. O dataset utilizado foi 0 GSE118553, 0 mesmo que

também serviu para o fornecimento da alteracdo da expressdo de genes.

A analise de predicdo de interacdo mRNA-miRNA foi feita na base de dados miRWalk.

Essa base utiliza diversos algoritmos que melhoram a acuracia da predicdo de interacdo, além

de ser atualizada duas vezes ao ano. Ademais, € possivel comparar com outras bases como

Targetscan e Mirtarbase. Para esse estudo consideramos apenas os miRNA preditos pela

miRWalk e que estavam na base Mirtarbase. Esse critério tem por finalidade filtrar aqueles

miRNA que j& foram validados através de ensaios. As duas listas obtidas de cada fonte passaram

por uma analise de semelhanca para manter aqueles que foram preditos pelo miRWalk e
estavam presentes no Dataset GSE118553 (Quadro 2).

Andlise de interagao
Gene - miRNA no
miRWalk
(miRTarBase)

=

Analise
comparativa com
o dataset
GSE118553

—)

Selegdo dos miRNA
preditos miRWalk e
com expressao

aumentada no dataset

GSE118553

—

Analise integrativa
dos miRNAs

Quadro 2: Sequéncia de atividades para identificacdo dos miRNas de interesse do estudo.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 PROCESSOS BIOLOGICOS (PBs)

Os conjuntos de dados GSE1188553 e GSE36980 tém 913 genes regulados
negativamente em comum. Uma lista com esses genes foi carregada no Gene Ontology para
enriquecer e descobrir em quais processos biolégicos eles estavam envolvidos. Depois de
classifica-los pelo valor de p ajustado, chegamos aos 5 PBs mais importantes de acordo com

este estudo, apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Processos Biologicos dos genes regulados negativamente.

Processo Biologico Numero de Genes ldentificados
Regulacdo da sinalizacdo trans sinaptica 86

Modulacédo da transmissao sinaptica quimica 86

Desenvolvimento do sistema nervoso 214

Regulacéo de transporte 176

Transporte 335

Segundo Dovrolis et al. (2022) o maior cluster foi aquele relacionado ao
desenvolvimento do sistema nervoso, seguido pela morfogénese, axonogénese, orientacdo do
axonio, regulagdo da regeneracdo e extensao do axonio. Além disso, BPs como “transmissao
de sinapses quimicas” e “transporte de fons” estiveram presentes nos resultados. E importante
destacar que esta analise foi realizada a partir de uma lista de cruzamento de DEGs para
memoria de diferentes etiologias e DEGs em estudos de DA.

Um estudo de perfil de proteoma a partir de modelos animais por Kim et al. (2019),
revelou que alguns PBs estavam alterados em diferentes estagios do dano. Os processos de
transmissao sinaptica foram alterados apenas nos estagios finais da doenga. Tais resultados séo

compativeis com o observado em nossas analises.
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4.2 GENES DE INTERESSE

Os genes presentes em todos os 5 BPs foram pesquisados. Isso foi feito como forma de

filtrar os genes mais importantes de acordo com o provével elevado nimero de processos

bioldgicos que poderiam apresentar mau funcionamento devido a sua expressdo prejudicada.

Nessa perspectiva, foram obtidos 18 genes (Tabela 2).

Tabela 2: Genes de interesse identificados

Sigla Indentificacdo completa

ADCYAP1 | Adenylate Cyclase Activating Polypeptide

GRIN2A Glutamate Receptor, lonotropic, N-Methyl-D-Aspartate, Subunit 2A
RAB3A Ras-Related Protein Rab-3A

APBA1 Amyloid Beta Precursor Protein Binding Family A Member 1
MAP1B Microtubule Associated Protein 1B

STXBP1 Syntaxin Binding Protein 1

APP Amyloid Beta Precursor Protein

NLGN2 Neuroligin 2

SYN1 Synapsin |

CDK5 Cyclin Dependent Kinase 5

NRXN1 Neurexin

SYT1 Synaptotagmin 1

CREB1 cAMP Responsive Element Binding Protein 1

PPP3CB Protein Phosphatase 3 Catalytic Subunit Beta

SYT4 Synaptotagmin 4

DNM1L Dynamin 1 Like

PRKCZ Protein Kinase C Zeta

SLC6A4 Solute Carrier Family 6 Member 4

A analise realizada no Cytoscape identificou a familia da proteina codificada pelo gene,

bem como a interacao entre essas proteinas (PPI). As proteinas identificadas pertencem a cinco
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grandes familias: enzimas, fatores de transcricdo, canais i6nicos, quinases e transportadores. As
proteinas com maior grau de interaces sdo SYN1 (13), APP (10), SYT1 (10) e GRIN2A (10).
Isso indica a tendéncia dessas proteinas de se concentrarem no grupo. A proteina PRKCZ foi a
Unica fora da rede PPI (Figura 1).

NO Inibe Aumenta Estimuta

ADCYAPL
A{lmu\a Estimuia GRINZA

¥

Via néio-
amiloidogénica

Expressaae
processamento
Mytl CREB1 S a— a-Sinucleina
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APBAL
Aumenta
Inibe
MAP1B
Inibe
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ERK

CDKS

\. o
STHBP1
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\J coxs

Tou PPP3CE

Figura 1: Modelo de Interacbes Proteina-Proteina (PPI) identificadas no estudo.

Genes identificados em nosso estudo, com destaque (laranja) para aqueles mais tradicionalmente
envolvidos com a patogénese da Doenca de Alzheimer, bem como possiveis repercussoes fisioldgicas
de suas interaces (preto).

Fonte: Produzida pelos autores.

A maioria dos genes de interesse filtrados pela metodologia estabelecida no presente
estudo estdo sendo estudados ao longo das décadas, como APP, ADCYAPL1 e APBAL
(KUNKLE et al, 2019). Além disso, estes genes participam de vias relacionadas a proteina
amiloide. E importante lembrar que a presente analise foi realizada apenas com genes regulados
negativamente.

Além disso, existem muitos modelos animais e estudos que mencionam a

superexpressdo do gene APP. Porém é um dos genes com expressdo reduzida. E importante
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saber se a expressao do gene APP muda ao longo da progressao da doenca, tornando-se regulada

negativamente apos o acumulo de beta amiloide (Ap).

4.3 miRNAs REGULADOS POSITIVAMENTE

Tendo em vista a investigacdo da participacdo dos miRNAS na reducdo da expressao
dos genes identificados, a prospeccao dos diferentes miRNAs foi feita em um processo de duas
etapas. O primeiro passo consistiu em filtrar o miRNA regulado positivamente presente nos
dados do GSE118553. Em segundo lugar, foi realizada uma analise de previsao de alvos no
miRWalk, escolhendo apenas o MiRTarBase como fonte. Verificou-se que apenas cinco
miRNASs regulados positivamente em GSE118553 tambem estavam na previséo alvo da anélise
miRWalk. Esses miRNASs sdo hsa-mir-1185, hsa-mir-16, hsa-mir-205, hsa-mir-424 e hsa-mir-
578.

4.3.1 hsa-mir-16

O miR-16-5p pertence a familia miR-15/107. Esta familia de grupos possui muitos
miRNAs ja conhecidos por estarem alterados na DA. Poderia ter como alvo o gene APP, que
foi regulado negativamente em nosso estudo (BATTAGLIA et al. 2019).

Altos niveis foram detectados em cérebros de pacientes com DA. Sua expressao
regulada positivamente esta relacionada principalmente a areas ricas em A. Traz a correlagdo
entre a deposi¢do de AP e a expressdao do miR-16 (BOTTERO et al. 2021). Pode ser uma
tentativa ineficaz de impedir a progressao dos danos.

Além disso, astrocitos tratados com IL-13 e TNFa liberam vesiculas extracelulares
contendo miR-16-5p que interferem nas vias neurotroficas, especialmente no gene NTRK3
(CHAUDHURI et al., 2018; KIM et al. 2020).

4.3.2 hsa-mir-205

O miR-205 esté relacionado a neuroinflamagéo além da adeso, ativagdo, recrutamento
e tolerancia de linfocitos em modelos animais (MARTYNIUK et al., 2020). Além disso, €
expresso em pacientes pos-AVC e esta relacionado com o gene ETNK1 (SUN et al. 2020).
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Segundo Moreno-Garcia et al. (2020), o miR-205 regula negativamente a expressao de
MAPK1 e LRRK2. Esses genes estdo envolvidos nas vias de neuroinflamacdo. Portanto, o
aumento da sua expressdo poderia ser uma resposta a um aumento do estado inflamatério.

Sabe-se também que em algumas doencas crénicas sua expressao esta alterada. Com
base em Langlet et al. (2018), niveis elevados de insulina poderiam inativar o gene FOXO e
consequentemente aumentar a expressao do miR-205. Porém, quando a resisténcia a insulina
avanga, 0s pacientes entram em estado hiperglicémico e o FOXO é reativado no figado,
suprimindo o0 miR-205.

4.3.3 hsa-mir-424

Assim como o hsa-mir-16, pertence a familia miR-15/107. Seu nivel esta aumentado em
pacientes com DA quando comparados a individuos saudaveis. Porém néo ha diferenca quando
comparamos 0 miR-424 do grupo DA com comprometimento cognitivo leve e deméncia
vascular (LI et al., 2020). Esta falta de significancia entre estes trés grupos poderia indicar que
0 miR-424 esta relacionado com estagios iniciais e modificagdes vasculares.

De maneira semelhante, Wang et al. (2019) reportam que o miR-424 regula a
proliferacdo celular, o metabolismo e estd envolvido em doencas neurodegenerativas. Além
disso, é regulado positivamente apos hipoxia tecidual, bem como pelo TGF-B. Além disso, é o
gue mais altera sua expressdo em consequéncia do estresse metabdlico de todos 0s miRNASs

pertencentes a familia miR-15/107.

4.3.4 hsa-mir-1185

Segundo Garcia-Lacarte et al. 2019, o miR-1185 exerceria um efeito anti-inflamatério
pela regulacdo da GSK3B. Este gene regula os niveis de algumas citocinas pré-inflamatorias,
como IL-1 e IL-6. Wang et al. (2020) destaca 0 pequeno nimero de literatura sobre este miRNA.
A maioria dos estudos o associa ao cancer colorretal e a regulacéo positiva dos mecanismos de

apoptose.

4.3.5 hsa-mir-578
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Os estudos do miR-578 relacionam-no a tumorigénese e a resposta inflamatoria. Os
resultados apontam para a atuacdo do miR-578 na regulacéo de vias inflamatorias atraves do

receptor Toll-like 4 (TLR4), portanto exerce efeitos antiinflamatdrios (GAO et al., 2022).

4.4 INTERACOES GENE-miRNA

As interacOes entre 0s genes encontrados em nosso estudo e a biblioteca de miRNA ja
caracterizados foram previstas pelo software online miRWalk. Depois de executar a anlise com
nossos 18 genes comuns, foram encontradas 343 possiveis interacfes entre genes e 0s MiRNAS.
Havia 15 genes alvo de pelo menos um miRNA, enquanto 3 genes (CDK5, RAB3A e SYN1)
ndo foram alvo de nenhum miRNA. Os genes CREB1 e APP foram 0s que tiveram mais
interacdes, 119 e 71 respectivamente. Comparagdes entre estes miRNA e 0 miRNA regulado
positivamente de GSE118553 resultaram em 5 miRNA, 4 genes e 6 possiveis interacdes, como
apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Interagdes miRNA-Gene

MiRNA Gene
hsa-miR-1185 CREB1
hsa-miR-16 NRXN1; SLC6A4
hsa-miR-205 CREB1
hsa-miR-424 APP

hsa-miR-578 CREB1

CREBL1 € um gene relacionado a atividade do fator de transcri¢do de ligacdo ao DNA e
a ligacdo enzimatica. Além disso, a proteina Crebl é um fator de transcricdo dependente de
fosforilagéo que esta envolvido em processos celulares como a sincronizagdo da ritmicidade
circadiana e a diferenciacdo de células adiposas. A proteina Amiloide B (AB), claramente
envolvida na patogénese do Alzheimer, regula negativamente a transcricdo mediada por CREB.
Evidéncias de estudos em cérebros DA post-mortem sugerem que AP diminui o fator

neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) principalmente pela reducdo de CREB. Nesse
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sentido, sabe-se que a expressao génica mediada por CREB é necessaria para memaria de longo
prazo e plasticidade sinaptica (AMIDFAR et al., 2020).

A Neurexina-1 (gene NRXN1) é uma proteina de superficie celular responséavel por
interacOes célula-célula, exocitose de granulos secretores e regulacdo da transmisséo do sinal.
As isoformas do tipo alfa desempenham um papel importante na transmissao do sinal sinéptico,
na regulacéo da atividade do canal de calcio e na liberacdo de neurotransmissores desencadeada
por Ca?* nas sinapses e nas jungdes neuromusculares. Além disso, as isoformas do tipo alfa
desempenham um papel na regulacdo da atividade dos receptores NMDA p6s-sinépticos, um
subtipo de canais idnicos dependentes de glutamato. De forma que ambas as isoformas podem
desempenhar um papel na formacdo ou manutencédo das juncdes sinapticas (SCHIEL, 2018).

SLC6A4 é o gene codificador do transportador de serotonina (SERT). Nesse sentido,
doencas como disturbios obsessivo compulsivo e de ansiedade estdo associadas a disfuncéo
desse transportador. Sua principal funcdo é regular a sinalizacdo serotoninérgica no sistema
nervoso central através do transporte de moléculas de serotonina da fenda sinaptica retornando
para o terminal pré-sinaptico. Na fisiopatologia do Alzheimer, j& é bem estabelecido que existe
uma disfuncdo serotoninérgica e reducdo de sintese e liberacdo de monoaminas nos cérebros
doentes. Apesar da diminuicdo dos receptores de serotonina nas células que apresentam
mutacdo APPswe, indicando que a sintese de SERT pos-traducdo é afetada pela patologia
amiloide, ndo foi notada nenhuma mudanca significativa na expressdo do gene SERT
(TAJEDDINN et al, 2015). Além disso, Estudos em camundongos mostram que a progressao
da amiloidose cerebral esta associada a neuroinflamacdo e a diminuicdo da atividade dos
transportadores pré-sinapticos serotoninérgicos. Com isso, sugere-se que a atividade dos
SERTSs depende do nivel intersticial de beta amiloide (METAXAS et al, 2019).

Por fim, e talvez essa seja a relevancia mais forte das associacdes encontradas neste
estudo, percebeu-se tanto a reducao da expressdo do gene APP quanto sua possivel capacidade
de interagdo com o hsa-mir-424, um dos que apresentaram maiores expressoes nos tecidos
afetados pela Doenca de Alzheimer.

A proteina precursora Beta Amiloide (APP) funciona, além de outras maneiras, como

um receptor de superficie celular e desempenha fungdes fisioldgicas na superficie de neurénios
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relevantes para o crescimento de neuritos, adesdo neuronal e axonogénese. A interacao entre as
moléculas de APP nas células vizinhas promove a sinaptogénese (BAUMKOTTER et al, 2014).

Além da importancia neuronal, a APP é bastante expressa em celulas endoteliais das
artérias cerebrais e periféricas, revelando que, em alteracBes patoldgicas, individuos sdo mais
propensos a desenvolver doencas como aterosclerose e angiopatia amiloide cerebral (D'USCIO;
HE; KATUSIC, 2017). Em animais, estudos mostraram que a delecdo de APP aumenta a
velocidade de deposi¢ao de Ap (SOUTHAM et al, 2019; STEFFEN et al, 2017).

Desde que o acumulo de proteina beta amiloide (assim como a formagdo de
emaranhados neurofibrilares) é considerado um evento central na fisiopatologia da doenca de
Alzheimer, resultando em perda neuronal e sintomas caracteristicos da doenca, a influéncia do

hsa-mir-424 merece investigacdes adicionais.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados em nosso estudo estdo de acordo com o que vem sendo
evidenciado pela literatura, desde que estes genes tém sido associados ao desenvolvimento da
Doenca de Alzheimer em diversos estudos, bem como avangam no que se refere a evidéncia de
associacdo entre eles em amostras de tecido nervoso humano.

A ligacdo encontrada no presente estudo reforca essa associacdo fisiopatoldgica e abre
caminho para estudos adicionais que investiguem os efeitos da modulacdo de tais miRNASs
sobre a expressdo destes genes e, consequentemente, sobre o desenvolvimento e/ou

agravamento da Doenca de Alzheimer.
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