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RESUMO

O Alzheimer ¢ uma doenca neurodegenerativa que pode ser caracterizada pela desestruturagao
citoarquitetonica dos neuronios corticais e hipocampais. A manifestagdo clinica de sintomas
comportamentais ¢ determinada por uma progressdo gradual da deméncia, resultando em
cogni¢cdo disfuncional no campo da memoria, aprendizado, foco atencional e atividades
executivas. Para a prevaléncia da doenga, o ambiente apresenta tanto risco quanto, senao
mais, que fatores genéticos por influenciar este ultimo. Na literatura, hd diversos artigos que
associam distarbios do sono, tal como apneia e insénia, ao desenvolvimento da doenca de
Alzheimer e decaimento cognitivo, assim, sendo caracterizado como fator de risco. Com o
intuito de atenuar o cenario mundial da doenca ¢ necessario rever conceitos que influenciam
na transcricao génica. Neste estudo foram utilizados métodos computacionais para tratar sobre
a hipotética correlacdo entre as referentes as condigdes: privagdo de sono e doenca de
Alzheimer, com o intuito de identificar genes sendo co-expressos em determinados tecidos do
sistema nervoso central. A andlise de expressao diferencial, a qual foi utilizada bancos de
dados publicos providos da plataforma GEO, demonstrou genes super e sub-expressos. De
acordo com a subsecdo de genes diferencialmente expressos entre cada banco de dados foi
observado o total de 44 genes em comum, os quais foram comparados com genes dispostos na
literatura. Destes, nenhum foi identificado concomitantemente quando comparado com os
genes da andlise. Também foi analisada a interagdo proteina-proteina, bem como a
funcionalidade molecular e biologica, dos genes diferencialmente expressos e dos genes da
literatura pela ferramenta e base de dados STRING. Dessa forma, foi comparado as vias e
processos bioldgicos das duas redes com os processos € vias da privagdo de sono retirados da
literatura. Encontrou-se processos em comum como, apoptose, regulacdo glicolitica e
mecanismos epigenéticos, pela parte dos genes analisados, e, pela parte dos genes buscados
na literatura, mecanismos de apoptose, resposta imune por regulagdo de interleucinas,
regulacdo sinaptica e vesicular, mecanismos de organizagdo citoesquelética e processos
glicoliticos. Dessa forma, foi encontrado uma associacdo funcional com a priva¢do de sono
por genes centrais ja descritos na literatura quando comparados com os genes analisados por
expressao diferencial realizado no estudo, porém ndo foi encontrada uma associacao genética.
Assim, conclui-se que através das analises e resultados do referido estudo ndo foi encontrada
uma relagdo génica definitiva entre a privagdo de sono e a doenca de Alzheimer, apesar de
encontrar processos biologicos associativos. Portanto, ¢ necessario estudos posteriores para
analisar a co-expressao de genes envolvidos na doenga de Alzheimer e privacdo de sono.

Palavras-chave: Doenga de Alzheimer, Privacdo de sono, Transcriptoma, Expressao

diferencial.



ABSTRACT

Alzheimer's is a neurodegenerative disease that can be characterized by cytoarchitectural
disruption of cortical and hippocampal neurons. The clinical manifestation of behavioral
symptoms is determined by a gradual progression of dementia, resulting in dysfunctional
cognition in the field of memory, learning, attentional focus, and executive activities. For the
prevalence of the disease the environment presents as much risk as, if not more, than genetic
factors by influencing the latter. In the literature, there are several articles that associate sleep
disorders, such as apnea and insomnia, with the development of Alzheimer's disease and
cognitive decline, thus being characterized as a risk factor. In order to mitigate the worldwide
scenario of the growing disease, it is necessary to review concepts that influence gene
transcription. In this study, computational methods were used to address the hypothetical
correlation between these conditions: sleep deprivation and Alzheimer's disease, in order to
identify genes being coexpressed in certain tissues of the central nervous system. The
differential expression analysis, which used databases provided by the GEO platform, showed
over- and under-expressed genes. According to the subsection of differentially expressed
genes between each database, a total of 44 genes in common were observed, which were
compared with genes in the literature. Of these, none were identified concomitantly when
compared with the genes in the analysis. The protein-protein interaction, as well as the
molecular and biological functionality, of the differentially expressed genes and the genes
from the literature were also analyzed by the STRING tool and database. In this way, the
biological pathways and processes of the two networks were compared with the sleep
deprivation processes and pathways taken from the literature. Common processes such as
apoptosis, glycolytic regulation and epigenetic mechanisms were found for the part of genes
analyzed, and, for the part of genes searched in the literature, apoptosis mechanisms, immune
response by interleukin regulation, synaptic and vesicular regulation, cytoskeletal
organization mechanisms and glycolytic processes. Thus, a greater functional association with
sleep deprivation was found for central genes already described in the literature when
compared to the genes analyzed by differential expression performed in this study. Thus, it is
concluded that through the analyses and results of the aforementioned study, a definitive
relationship between sleep deprivation and Alzheimer's disease was not found, despite finding
associative biological processes. Therefore, further studies are needed to analyze the
co-expression of genes involved in Alzheimer's disease and sleep deprivation.

Keywords: Alzheimer's disease, Sleep deprivation, Transcriptome, Differential expression.
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1 INTRODUCAO
1.1  ADOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer ¢ caracterizada pela desestruturagdo citoarquitetonica dos
neurdnios corticais e hipocampais, pelo acumulo extracelular de placas beta-amiloide e pela
formagao neurofibrilar de placas tau, resultando tanto na disfuncao sinaptica entre neurénios,
assim como na perda dos mesmos, se tratando, portanto, de uma doenga neurodegenerativa
(KNOPMAN et al., 2021; BELLENGUEZ et al., 2017). A manifestagao clinica de sintomas
comportamentais ¢ determinada por uma progressao gradual da deméncia, resultando em
cognicdo disfuncional no campo da memoria, aprendizado, foco atencional e atividades
executivas (MCKHANN et al., 2011).

O primeiro caso relatado da deméncia foi observado por Alois Alzheimer, que
diagnosticou comportamentalmente pela perda de memoria e mudanga de personalidade, bem
como descreveu a expressdao histologica da doenca em 1906, no que hoje se sabe serem
emaranhados neurofibrilares (HIPPIUS e NEUNDORFER, 2013). Atualmente, com o
desenvolvimento de novas tecnologias, como o sequenciamento gendmico e montagem de
transcriptomas, estd sendo possivel identificar biomarcadores, os quais auxiliam na
identificacdo molecular da doenga, tanto no amplo espectro, quanto em casos isolados. O
Alzheimer, atualmente, ¢ o tipo de deméncia mais comum, afetando mais de 35 milhdes de
pessoas mundialmente, e estima-se que sua prevaléncia mundial tende a aumentar para 113
milhdes de individuos afetados em 2050 (MAYEUX e STERN, 2012). Logo, ¢ necessario
atacar prontamente e evidenciar tratamentos e, principalmente, métodos de prevencao eficazes
para atenuar o cendrio crescente.

A necessidade de estudo da doenca ¢ global, porém, se encontra predominante em
paises de renda média e baixa onde os casos ainda ndo estdo bem estruturados. Um ponto
importante para estudos ¢ o aumento relativo desses paises quando comparado a alguns paises
de renda mais alta, dos quais estdo desacelerando o crescimento da prevaléncia da doenga
(WU et al., 2017). Complementar a isso, foi visto que a capacidade de resiliéncia cognitiva, a
qual pode ser atribuida a uma maior grau educacional/maior aproveitamento escolar, possui
potencial protecdo contra algumas doencas neurodegenerativas, incluindo o Alzheimer
(SUEMOTO et al., 2022; STERN, 2012). Essa questdo implica na pergunta: sera que a baixa

resiliéncia cognitiva pode ser considerada fator de risco para esse tipo de doengas? Caso a



questdo seja eventualmente relevante, o cenario educacional brasileiro acaba se tornando um
crucial fator de risco, sendo que o pais apresenta mais da metade de sua populacdo com 25
anos ou mais que nao completou o ensino médio em 2019 (SUEMOTO et al., 2022; STERN,
2012). Assim, estudos na area de neurodegeneragao se demonstram mais pertinentes no Brasil
(IBGE, 2019). Adicionalmente, a diversidade sub populacional ¢ um quesito importante para
delimitar como atacar a deméncia, visto que diferentes culturas e regides implicam em
diferentes genotipos dependendo do variante alelo, por exemplo um polimorfismo da
Apolipoproteina E (ApoE), o qual possui diferentes niveis de risco de acordo com o grupo
étnico (MUSIEK e HOLTZMAN, 2015), logo, diferentes abordagens clinicas e prognosticos
especificos demonstram ser mais eficientes.

Considerando as variantes genéticas que influenciam no desenvolvimento da doenca,
o fundamento genético para o Alzheimer se demonstra significativo (KHANAHMADI et al.,
2015) tendo em vista que mais de 600 genes foram investigados como contribuintes para o
seu desenvolvimento (KNOPMAN et al.,, 2021) e novos genes comumente sao descobertos.
Dentre os genes ja descobertos, o alelo €4 do gene APOE, codificante da ApoE, esta entre um
dos 3 fatores de risco que mais influencia no desenvolvimento da doenca (RIEDEL et al.,
2016). A interagdo da ApoE com a proteina beta amildide (AP) ¢ de degradagdo, logo,
qualquer eventual alteragdo no sitio ativo da primeira pode resultar em uma maior
oligomerizagcdo da AB. Assim sendo, o traco genotipico da APOE ¢ considerado um fator de
risco mas ndo o suficiente para ser usado como diagnostico da doenca (MAYEUX et al.,
1998).

De acordo com Wu et al. (2017) e Robinson et al. (2018), um dos maiores fatores de
risco para a doenga de Alzheimer ¢ a idade, sendo que quanto maior for a idade do individuo,
maior sua chance de desenvolver a patologia. Processos que ocorrem como consequéncia do
avanco da idade, como reducdo do volume cortical, diminui¢do do nimero de sinapses e
deposicdo de emaranhados fibrilares podem estar associados com o desenvolvimento da
doenca (BREIJYEH e KARAMAN, 2020). Foi evidenciado que fatores metabolicos, como a
diabetes mellitus, hipertensao e hipercolesterolemia (LIVINGSTON et al., 2020; ROBINSON
et al., 2018), bem como cognitivos (i.e. Transtorno Depressivo Maior e declinio cognitivo)
(RODRIGUES et al., 2014), estao associados com o envelhecimento, assim, sendo importante
ponderar sobre a relagio das mesmas com a eventual progressdo do Alzheimer. E importante
ressaltar que a propor¢ao mundial de pessoas idosas continua a aumentar ainda mesmo no
século 21, projetando um cendrio preocupante para as geracdes seguintes (UN.

POPULATION DIVISION, 2002).



A doenga de Alzheimer pode ter seu inicio de forma predominantemente hereditaria,
considerando primariamente mutagdes nos genes APP, PSENI, PSEN2 ¢ APOE. Mesmo se
assemelhando com o Alzheimer ndo-hereditario por biomarcadores e manifestagdes clinicas, a
contribui¢do hereditaria demonstra ser de baixa contribuicdo para o desenvolvimento da
doenca, mas pode ter alto impacto na idade em que a patologia se inicia (SPIRES-JONES e
HYMAN, 2014). Tem-se evidenciado também de variantes quando expresso em conjunto
como os genes TREM?2, SORLI e ABCA7 (BELLENGUEZ et al., 2017), considerando que a
influéncia de diferentes genes entre si, como os citados, pode estar envolvida na
susceptibilidade da doenca. Ademais, a presenca de certas mutagdes, como variantes proteicas
do acoplamento da proteina tau, BINI, CD2AP, FERMT2, CASS4 ¢ PTK2B (KUNKLE et al.,
2019). Nao obstante, o ambiente apresenta tanto risco quanto, senao mais, que fatores
genéticos para a prevaléncia da doenga de Alzheimer, pois a expressdo dos genes citados
podem estar sendo regulados por fatores extrinsecos.

Tendo em vista a grande prevaléncia de individuos fisiologicamente disfuncionais, ¢
de se esperar que héabitos como abuso de alcool, dieta hipercalorica, privagdo de sono, baixa
atividade fisica, isolamento social estejam cada vez mais correlacionados com a incidéncia da
doenca de Alzheimer (BAUMGART et al., 2015). Também, fatores relacionados a polui¢ao
de ar, ingestao de aluminio, silicio, selénio e pesticidas, bem como a falta de vitamina D estio
relacionados como supostos fatores de risco ambiental para a deméncia (KILLIN et al.,
2016). Logo, pode-se concluir que os fatores ambientais devem ser alvos para atenuar a
prevaléncia da doenca. Dentre eles, a baixa eficiéncia do sono se demonstrou como
contribuinte para o desenvolvimento da doenga, porém, ainda ndo se sabe o nivel de
influéncia que ocorre entre as duas circunstancias e, também, qual seria o agente iniciador
responsavel. Assim sendo, estudos visando estudar a complexidade do mecanismo da doenga
de Alzheimer e a sua interconexdo com a privacdo do sono devem agregar na clareza de

ambas as condigoes.

1.2 MECANISMOS MOLECULARES DA DOENCA DE ALZHEIMER

Com relacdo ao processo molecular, que acomete ¢ antecede a doenca, uma das
hipdteses mais bem aceita atualmente ¢ da cascata amiloide, na qual a producao, agregagao e
eventual deposicdo anormal de amildide beta culmina no evento desencadeante (PARONI et

al., 2019). A determinacdo do processo € regido pela biogénese da proteina amildide, a qual é



determinada pela clivagem da proteina APP, proteina transmembrana que modula a formagao
de sinapses, sendo os produtos da sua clivagem fator crucial para regulacdo de receptores e
para o processo de neuroplasticidade. A clivagem da proteina APP segue por duas vias

distintas, como demonstrado na figura 1.

Figura 1: Diagrama representativo da via da alfa secretase (esquerda) e beta secretase

(direita)
Qa-secretase Y'SE‘CI'E‘[&SE‘ B'SE‘CI'E‘I&SE‘ Y’SECI'E[GSE
APPsa APPsp
p3 AB
- -
APP  aCTF APP  BCTF
AICD AICD

Legenda: Representacdo das duas possiveis vias da proteina transmembrana APP. A via na
esquerda, clivada pela a-secretase (em vermelho escuro), levard a formacdo de APPsa e aCTF, sendo
que esta ultima continua na membrana até ser clivada novamente pela y-secretase (em verde escuro),
formando AICD e p3. Na via pela B-secretase, representada na direita, se encontra a proteina em
questao, B-secretase (em azul escuro), a qual cliva a proteina APP em um sitio diferente, resultando em
APPsp e BCTF, sendo a ultima clivada novamente pela y-secretase, formando AICD e a proteina beta
amildide (AP). Fonte: adaptado de Knopman et al (2021).

O tipo de clivagem prediz se o processo bioquimico resultard na formacao de beta
amildide e, assim, dependerd da caracteristica peptidica da proteina APP, consequentemente,
de qual enzima ira cliva-la. A clivagem da APP pela enzima alfa-secretase resultara nos
metabolitos alfa-APP soluvel (APPsa) e aCTF (também chamado de C83). Essa ultima,
entdo, ¢ clivada pela enzima gama-secretase, contudo, ndo ¢ formado nenhum metabdlito
representante do desenvolvimento da doenga de Alzheimer, sendo que o processo ira gerar o
metabolito AICD e p3. Dessa forma, ¢ a clivagem pela proteina beta-secretase, formando
beta-APP soltvel (APPsP) e BCTF (ou pelo nome de C99), que concebe a formacgao
amiloidogénica. Ao ser clivado pela gama amilodide, o metabolito BCTF forma a proteina beta
amiloide, a qual se encaminha para o liquido extracelular, e AICD, produto intracelular.
Assim, pode-se constatar que a AP ¢ derivada por proteodlise da proteina precursora APP,

sendo ela transmembrana de grande tamanho e conservada evolutivamente, logo, sua via de



biogénese (via amiloidogénica) estd correlacionada com o metabolismo e conformagdo da
proteina APP (SUN et al., 2015).

A maior produgdo de beta amiloide faz com que se forme oligomeros, dos quais irdo
se acumulando e formando fibrilas e placas. O postulado se demonstra necessario, porém ndo
suficiente, para o desenvolvimento da doenga de Alzheimer e ha contribuigdes na literatura
que proclamam a antecipacdo da condi¢do causal em relagdo ao surgimento dos demais
sintomas (MUSIEK e HOLTZMAN, 2015). A agrega¢ao da beta amildide leva a alteracao de
proteinas cinases das quais estdo relacionadas com a fosforilacio da proteina tau,
estabelecendo um estado de hiperfosforilagdo para a mesma. A tau ¢ caracterizada como
sendo uma proteina associada a microtubulos, sendo assim relacionada com a estabilizagdo
dos mesmos. Das seis isoformas conhecidas, sabe-se que as mais presentes na doenca de
Alzheimer sdo as 3R e 4R (KENT et al.,, 2020). A modificagdo pods traducional dessas
isoformas levam a agregacdo e hiperfosforilagdo das mesmas. Essa condicdo leva a formagao
de emaranhados neurofibrilares (ENF), mediado pela resposta neuroinflamatoéria de células
microgliais ou pela regulacdo de cinases, causando disfun¢do sinaptica e morte neuronal.
(HENEKA et al., 2015; SUN et al., 2015)

A distribuicdo anatomica da formagdo de neurofibrilas se demonstra
majoritariamente invariavel para a maioria dos casos, sendo inicialmente no hipocampo e lobo
temporal medial, seguido por areas neocorticais e regides limbicas. Contudo, ha uma aparente
distingdo no padrao de arranjo neuroanatomico entre os ENFs (tau) e as PNs (placas neurais)
pelo fato de ndo existir relacdo direta entre as moléculas. Por exemplo, como ja evidenciado
por Arnold et al. (1991), e logo depois confirmado por Deture e Dickson (2019), algumas
areas corticais com grande densidade de ENF, como o cortex temporal medial, regido
importante para o acometimento cognitivo, o cortex entorhinal e o subiculo hipocampal,
possuem uma baixa densidade de PNs mas podendo desenvolver a chamada taupatia,
progressdao da doenca pela hiperfosforilagdo da tau. Com relagdo ao acumulado de placas
neurais por beta amildide, foi visto que o processo ataca densamente as redes de ordem maior,
como por exemplo o cortex pré-frontal, cortex posterior do cingulo e algumas outras
sub-regides do cortex temporal, cessando a conexao com determinadas redes de comunicacao
neural (DETURE e DICKSON, 2019).

A Apolipoproteina A ¢ uma das responsaveis no efeito da fibrilizagdo da beta
amiloide, tanto pela influéncia na sua agregagao direta, quanto pela desregulacdo da limpeza

de oligbmeros da proteina beta amildide. A variagdo da isoforma da ApoE afeta



diferentemente o sistema nervoso central, podendo comprometer o funcionamento do mesmo,
primariamente em areas associadas com o desenvolvimento da doenca de Alzheimer. Como
citado, o risco de desencadeamento da deméncia ¢ maior pela presenca do alelo €4, que ira
impactar na homeostase sinaptica e integridade da membrana neuronal. H4 autores que
afirmam que a presenca do alelo &4 ¢ o fator genético mais crucial para o desenvolvimento da
doenga em sua forma esporadica (CASTELLANO et al., 2011). Contudo, essa condigao pode
ser atenuada pela modulagdo dos fatores ambientais, tal como a pratica de exercicios, a qual
auxilia na regulagdo de enzimas relacionadas a limpeza de deposi¢des beta amiloide
(TOKGOZ e CLAASSEN, 2021).

A perda neuronal é um sintoma pontual da doenga, visto que a neurodegeneracao de
areas relativas a cognicdo, como o nucleo basal de Meynert, sdo os fatores causais para
disfuncdes na informacao sensorial, memoria, foco atencional e outras caracteristicas
cognitivas. Dito isso, outra hipdtese coadjuvante para o desenvolvimento da doenca ¢ a
chamada hipdtese colinérgica, onde a funcionalidade do neurotransmissor acetilcolina fica
desregulado pela neurodegeneragdo de areas de sinalizagdo colinérgicas, a reducdo de
marcadores colinérgicos pré sinapticos e a atuacdo de antagonistas de receptores de
acetilcolina (HAMPEL et al., 2018). Ademais, a perda de conexdes sindpticas entre as vias
também ¢ bem caracterizada na literatura, podendo anteceder a neurodegeneragdo ¢ a
formagdo de emaranhados neurofibrilares (YOSHIYAMA et al., 2007). A desregulacdo no
fluxo i6nico, como o influxo de célcio, também aparenta ser da decorréncia da deposic¢ao de
placas neurais e/ou a formagdo de fibrilas de tau, desregulando também a homeostase
eletrofisiologica.

Outra teoria recente que contribui com o desenvolvimento da doenca de Alzheimer ¢
a disfuncdo na via do sistema glinfatico, resultando na acumulagdo de oligdmeros beta
amildides. O sistema glinfatico consiste de redes perivasculares que utilizam o liquido
cefalorraquidiano na limpeza de solutos, como agregados de beta amildide e tau, das regides
cerebrais. Estudos demonstram que o mesmo sistema tem sua maior atividade durante o sono
(BOESPFLUG e ILIFF, 2018; XIE et al., 2013). Ademais, o sono ¢ visto como fator
contribuinte para o funcionamento adequado do corpo e sua privacao pode ser correlacionada
com o decaimento cognitivo pelo dano metabolico envolvido no processo de

neurodegeneracao (YAFFE et al., 2014; POTVIN et al., 2012; CHEN et al., 2012).



1.3 ESTADO DE SONO E VIGILIA

O historico de pesquisa na area de sono e vigilia se estruturou na década de 30
quando o cientista Nathaniel Kleitman publicou seu livro intitulado “Sleep and Wakefulness”,
um marco para a época. Seus estudos descreviam como o sono esta envolvido com atividades
cerebrais ordenadas que incluem padrdes bem estabelecidos. Os estudos de Kleitman (1987)
corroboram para o conhecimento atual da importancia do sono para o grau de alerta, foco
atencional e controle emocional, bem como a associacdo da privacdo do sono com doengas
neurodegenerativas. Atualmente, o sono ¢ definido na literatura como um complexo processo
fisiologico e além da sua importancia na regulagdo de fungdes cognitivas, o sono também ¢
crucial para a conservacao de energia, limpeza de metabdlitos, consolidagao do sistema imune
e a regulacdo de diferentes tarefas fisioldgicas. Em razdo disso, e de outras funcionalidades
ainda desconhecidas, a regulagdo funcional do sono se demonstra como crucial para a
manuten¢do da vida (SCHWARTZ e ROTH, 2008; KLEITMAN, 1987; ZIELINSKI et al.,
2016).

A maneira com que o sono se expressa ¢ por 4 demarcacdes ou fases distintas de
aproximadamente 90 minutos cada. A modulagdo das fases ¢ realizada pela alternancia da
atividade elétrica cortical, sendo essa mediada pela influéncia da concentracdo ionica de
potassio e calcio. Os trés primeiros estagios sdo considerados NREM (non-rapid eye
movement), sendo que o primeiro ¢ definido pela transicdo entre ondas cerebrais do tipo alfa
(8 - 13 Hz) para theta (4 - 7 Hz), a qual ¢ seguida pelo segundo estagio, representado pelo
surgimento de ondas curtas de maior frequéncia (11 - 16 Hz) e de complexos K, que consiste
em um pico negativo de voltagem. O terceiro estagio € caracterizado pela producao de ondas
delta (0.5 - 2 Hz), as quais se pode observar uma menor frequéncia. O sono REM (Rapid eye
movement) determina o estdgio no qual a atividade cerebral estd mais proxima do seu estado
de vigilia por apresentar frequéncias altas (30 - 80 Hz). A fungdo da ciclagem ndo ¢
totalmente compreendida, mas ja foi visto que ¢ crucial para manter um organismo saudavel e
funcional (ZIELINSKI et al., 2016, BROWN et al., 2012).

O ciclo entre o estado de vigilia e sono ¢ regulado por vias ascendentes, ou seja,
projecdes de recepgdo sensorial transmitidas para regides de ordem maior, como o cortex
cerebral. Anteriormente caracterizado por Moruzzi e Magoun (1949), o sistema ativador
reticular ascendente (SARA) foi representado por possuir duas ramifica¢des da via partindo

do tronco encefalico e prosencéfalo basal para o diencéfalo e encéfalo. Uma das vias projeta



inervacdes de neurdnios colinérgicos, ou seja, que liberam o neurotransmissor acetilcolina,
dos nucleos LDT e PPT para o tdlamo, sendo importante para o estado de vigilia e para o sono
REM quando as areas corticais estdo mais ativas. Outra ramificagdo do SARA projeta
neurdnios noradrenérgicos, serotoninérgicos, dopaminérgicos e histaminérgicos para o
hipotdlamo, o prosencéfalo basal e o cortex cerebral, sendo ativado também no estado de
vigilia. (Figura 2). J& para o inicio do sono ¢ necessario a modulagdo da excitacdo cortical
dessas areas pelo neurotransmissor acido aminobutirico (GABA) através do nucleo
ventrolateral pré-optico (NVPO). Ademais, a conexao inversa também ¢ presente, sendo que a
ativacdo do SARA inibe a atividade do NVPO. Assim, tem-se a dindmica "liga-desliga" pela
modulagdo reciproca referente a via que promove o estado de alerta e a que promove o estado
de sono. (SCHWARTZ e ROTH, 2008; YAFFE et al., 2014; YEO et al., 2013; MCGINTY e
SZYMUSIAK, 2000)

Figura 2: Regides cerebrais e sistemas neurotransmissores envolvidos na regulacdo do sono
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Legenda: O sono e a vigilia sdo regulados por nucleos no tronco encefalico, hipotalamo,
prosencéfalo basal e tidlamo. Estas regides enviam projegdes para o cortex e liberam
neurotransmissores excitatorios e inibitorios que ajudam a regular o ciclo sono-vigilia. (+)=excitatorio

e (-)=inibitorio. Fonte: adaptado de Yaffe et a/ (2014).

Para a determinagdo do ritmo e da passagem sincronizada entre os dois estados,
tém-se alguns fatores contribuintes que se somam para formar a regulacao circadiana do sono,

a qual condiz com os horarios de claridade e escuriddo. A atuacdo do nucleo



supraquiasmatico, localizado no hipotalamo, ¢ um exemplo de requisito para a demarcagdo do
sono, coordenando suas atividades pela presenga de luz. Agregando a isso, um dos motivos
pelo processo ser entendido como restaurativo ¢ pelo efeito de “limpeza” da adenosina
acumulada. Esta serve como medidor para o controle da necessidade do sono, sendo que,
simplificadamente, quanto mais adenosina acumulada em seus devidos receptores, maior o
sentimento de sonoléncia, que levard efetivamente ao estado de sonoléncia. Outra molécula
que influencia positivamente o estado de vigilia € a orexina, produzida pelo hipotalamo, sendo
que sua producdo estd inversamente ligada com os estados NREM e REM. Em contraste, o
hormdnio melatonina € relevante para a marcagdo temporal do inicio do estado de sono e do
final do estado de vigilia, sendo secretada nos periodos escuros (SCHWARTZ ¢ ROTH, 2008;
YAFFE et al., 2014; YEO et al., 2013; MCGINTY e SZYMUSIAK, 2000).

De forma sucinta, a regulacdo do ritmo circadiano, o qual define a temporalidade dos
estados de vigilia e sono, ¢ determinada pela ativagao das referidas vias, que sdo compostas
por neurdnios colinérgicos, monoaminérgicos e nucleos hipotaldmicos que liberam orexina,
sustentando o estado de vigilia. Os mesmos sdo inibidos por inervagdes derivadas do NVPO,
dando inicio ao estado de sono. Dito isso, o ciclo circadiano se expressa como uma onda
senoidal, na qual os horérios de vigilia ¢ representado por partes mais baixas do grafico na
figura 3, e é geralmente redigido pela exposicao a luz, mas podendo englobar diversos fatores
temporais como o horario de alimentacdo e outros comportamentos (VOIGT et al., 2016;

SOLLARS e PICKARD, 2015).

Figura 3: Grafico de representacdo do ritmo circadiano e da pressdo exercida pela adenosina

para a regulacao do sono
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Legenda: Em azul esta a linha representando os niveis de adenosina influenciando o estado de
vigilia. Quanto maior a pressao que a molécula de adenosina faz, maior a sensagdo de sono. A linha
verde representa o ritmo circadiano, sendo que a sua flutuagdo ¢ devida ao reldgio bioldgico sinalizado
pelos fatores ambientais, principalmente a luz solar. Fonte: adaptado do site disponivel
em:https://thejaisonthomas.medium.com/a-book-which-is-so-interesting-that-it-made-me-sleep-b6a40

ae4bae.

Com o avang¢o da idade ¢ relatado que a eficiéncia do sono ¢ reduzida pela
modificacdo do tempo dos estidgios 3 e REM bem como a sua duracgio e qualidade, o que esta
bem definido em pacientes que sofrem da doenga de Alzheimer (PRINZ et al., 1982;
CAMPBELL et al., 2005). Ademais, os fatores de Iliberacdo hormonal e de
neurotransmissores também sdao afetados pela neurodegeneracdo de cada individuo. A
associagdo entre neuropatologias, como o Alzheimer e o Parkinson, e distirbios de sono ¢
evidente, contudo, ndo ¢ clara o seu mecanismo. Foi demonstrado que a disfun¢do de periodos
saudaveis das fases REM e NREM do sono pode ser devido ao dano neuronal, e, como o sono
regular se demonstra pertinente para a devida homeostase cerebral, pode estar também

relacionado com a amplia¢do no processo de neurodegeneracdo (OHAYON et al., 2004).

1.4 A CORRELACAO ENTRE A DOENCA DE ALZHEIMER E A PRIVACAO DE
SONO

Na literatura, ha diversos artigos que associam disturbios do sono, tal como apneia e
insonia, ao desenvolvimento da doenga de Alzheimer e decaimento cognitivo, assim, sendo
caracterizado como fator de risco. Contudo, ainda nao se reconhece 0os mecanismos por tras

dessa associacdo, bem como qual seria o evento desencadeante (YAFFE ef al., 2014; CHEN et



al., 2012). Ademais, os meios fisiologicos pelos quais o sono € benéfico para os doentes sao
evidentes, assim como os maleficios da auséncia do mesmo. Um exemplo, como relata Xie et
al. (2016) ¢ a limpeza de solutos que ocorre nas fases do sono, a qual, caso perturbada, pode
levar a acumulagdo de metabolitos neurotdxicos. Logo, ao compreender os meios moleculares
envolvendo as duas circunstancias pode-se também desenvolver um melhor entendimento do
Alzheimer em si.

Como citado, a produgdo de beta amiloide ¢ caracterizada na literatura pela clivagem
beta da proteina APP. Considerando que a funcdo da APP estd relacionada com atividade
sinaptica, ¢ de se esperar que uma maior atividade cerebral influencie positivamente na
produgdo e eventual clivagem da mesma (HOE et al, 2010). Com efeito, as disfungdes
cognitivas da doenga de Alzheimer estdo sendo altamente relacionadas a atividade de
receptores NMDA, os quais desenvolvem uma importante fun¢do na plasticidade sinaptica
(LIU et al., 2019). A agdo convergente do neurotransmissor glutamato via receptores NMDA
também esta sendo posto em pauta, visto que, mesmo sendo essencial para vitalidade
neuronal, o seu excesso resulta em neurotoxicidade, e, consequentemente, morte neuronal.
Ademais, foi visto que o nivel de beta amildide hipocampal em camundongos transgénicos
para a proteina APP (Tg2576), foi relativamente maior durante o periodo de vigilia quando
comparado com o periodo de sono (LIU et al., 2019; KANG et al., 2009). Comitantemente, a
regulacdo da atividade sindptica pelo estado de sono-vigilia ¢ considerada reduzida no sono e
ampliada em vigilia pela liberagdo do neuropeptideo orexina e atividade de vias neurais
atribuidas a esse estado. Logo, a perturbacdo desse sistema de sinalizacdo pode afetar a
dindmica nos niveis de AR ( KANG et al., 2009; VYAZOVSKIY et al., 2008).

Equitativamente, foi observado que a hipotese colinérgica, a qual postula que a
disfungdo e eventual morte de neurdnios colinérgicos, sendo estes os que liberam o
neurotransmissor acetilcolina, ¢, de fato, corroborada pela hipotese da cascata amiloide.
Levando em consideracdo a interacdo entre AP e os receptores alfa-7 nicotinicos, que
possuem alta afinidade entre si, levando a agregacdo dos mesmos. Assim, o processo resulta
na internalizagdo do receptor, bem como a proteina AP, comprometendo a sua funcionalidade,
e, por conseguinte, levando a disfuncionalidade da via colinérgica (WANG et al., 2000). De
forma semelhante, evidenciou-se que a intera¢do entre a beta amiléide com o antagonista
seletivo de NMDA, o 4cido D-(-)-2-amino-5-fosfonovalérico, bloqueia a internalizacao da Af

(Bl et al., 2002).



Outra possivel correlagdo do desenvolvimento da doenca com a privagdo do sono € o
papel do sistema glinfatico o qual atua na limpeza de solutos intersticiais pela via perivascular
do cérebro e do liquido cefalorraquidiano. Esse sistema de drenagem se encontra mais ativo
quando o organismo se encontra em estado de sono, sendo essa a principal caracteristica do
mesmo. Como a disfuncionalidade do sistema glinfatico esta relacionado com a purificagdo de
compostos beta amildides do sistema nervoso em pacientes com Alzheimer na fase pré-clinica
¢ possivel, da mesma forma, delinear uma correlacao entre a privacao do periodo de sono com
a doenca de Alzheimer pela forma como ¢ estabelecido a relagdo de purificagdo de solutos
(BOESPFLUG et al., 2018; MAWUENYEGA et al., 2010).

Alguns marcadores da doenga de Alzheimer foram correlacionados com a privagao
de sono, o que indica um possivel fator de risco entre as circunstancias. Em estudos da
influéncia molecular do sono foi observado a deposi¢cdo de amildide em associacdo com baixa
qualidade e tempo de sono (SPIRA et al., 2013). Também foi visto a correlagdo da mudanga
na duracdo da fase NREM de baixa frequéncia de onda cerebral tanto em adultos debilitados
pela deposicdo de amiloide e atividade de tau (MANDER et al., 2015) quanto em modelos
animais (camundongos P301S) que desenvolveram a mesma condi¢do (HOLTH et al., 2017).

Essa relagdo pode indicar neurodegeneracdo nas mesmas areas, considerando que a
perda da funcionalidade atencional ¢ similar. Ademais, outro sintoma comumente visto em
idosos, bem como em pacientes com doenga de Alzheimer, ¢ a disrupcao e o desenvolvimento
de desordens relacionadas ao sono (MOST et al., 2012), o que pode implicar em um fator de
risco. Logo, héd indicativos de que o distirbio do sono pode se apresentar antes da
manifestagdo de sintomas tipicos observados na doenca de Alzheimer, como a redugdo de
processos executivos € o comprometimento da capacidade de reminiscéncia (STERNICZUK
etal.,2013).

Diante da totalidade de efeitos concomitantes, pode-se estabelecer uma interconexao
entre as funcionalidades fisiologicas do sono com a doenca de Alzheimer. Como visto na
figura 4, a neurodegeneragdo, que caracteriza a doenga, esta fortemente relacionada com o
aumento da idade, o qual influencia positivamente no desenvolvimento de distarbios de sono.
Simultaneamente, uma menor qualidade de sono, que significa um aumento no estado de
vigilia, pode levar a cenarios de inflamacao. Os dois fatores resultam em uma menor atividade
de sistemas de limpeza, como o sistema glinfatico e a atuacdo de células gliais, bem como
uma maior producdo de metabolitos. A condicao ¢ identificada como uma disfungdo

metabolica, o qual levard a produgdo exacerbada de beta amiloide e a hiperfosforilagdo da



proteina tau. Assim, eventualmente, o quadro se apresentard como vemos na doenca de

Alzheimer (LUCEY, 2020).

Figura 4: Diagrama representando a forma com que os distirbios de sono podem influenciar
no desenvolvimento de uma doen¢a neurodegenerativa
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Legenda: TTS - Tempo total de sono, ES - Eficiéncia do sono, SOL - Sono de ondas lentas. Assim
como os fatores ambientais ¢ de condicdes médicas podem afetar a baixa qualidade do sono, o
envelhecimento também ¢é considerado uma variavel que prejudica o sono, sendo também uma das
responsaveis pelo desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. A baixa eficdcia de sono pode
resultar em inflamag@o e disfungdo metabdlica por si s6, mas também ¢ possivel identificar uma rota
indireta, ¢ mais comum, pelo aumento da produgdo de emaranhados neurofibrilares fosforilados e da
proteina amiloide beta, os quais também sdo fatores para a neurodegeneragdo. Fonte: adaptado de
Lucey (2020).

Nao obstante, mesmo com uma explicacdo plausivel da possivel rota metabdlica
condizente com a associacdo entre as circunstincias, a influéncia génica ndo ¢ muito bem
representada. Dessa forma, estudos destacando a relacdo génica entre as duas circunstancias
sdo atualmente escassos, principalmente pela formacdo de metodologias auxiliares que sao
recentes, porém se apresentam relevantes para que se possa evidenciar um paradigma mais
holistico, tanto da doenca de Alzheimer e da privacdo do sono, como também a relagdo entre

O0S mEeSmos.



1.5 A EXPRESSAO GENICA COMO PRODUTO DA RELACAO ENTRE O GENOMA
E O AMBIENTE

A expressdo gé€nica ¢ consequéncia da primeira etapa do dogma central da biologia
molecular, o qual visa que a transcrigdo de um determinado gene, em forma de acido
desoxirribonucleico (DNA), resultard no acido ribonucleico (RNA) pela atuagdo da proteina
rna-polimerase. Contudo, a transcrigdo nao ¢ equivalente para cada célula do organismo pela
presenga de fatores que determinam a abundancia que um gene € transcrito. O processo €
influenciado pela interagcdo entre genes, na qual ¢ composta pela intrincada rede génica, e
variados fatores de regulagdo génica. Ademais, qualquer disfuncdo genética, caso nao seja
silenciosa, como uma dele¢ao ou alteragdo na sequéncia de nucleotideos pode acarretar na
expressao distinta do gene, assim, também na consequente modulagdo dos demais transcritos,
assegurando uma alteracdo na regulagdo génica. Outro condi¢do importante que altera o perfil
de expressao sdao os fatores epigenéticos, os quais se baseiam em modificagdes de histonas
para tal evento.

Nesse sentido, o genotipo do individuo e o proprio ambiente condizem com as
determinagdes para modulagdo génica. O ultimo esta relacionado com fatores de transcrigao,
enquanto o primeiro estd relacionado com modificagdes na sequéncia de nucleotideos em
determinados genes. Dessa forma, fatores de transcricdo, epigenéticos, ambientais, entre
outros, podem resultar na expressao diferencial de genes dispostos a tal ocorréncia. Ademais,
o conjunto da diferenca na expressao gé€nica, que influencia na regulacdo entre os proprios
genes interligados e outros, ¢ chamada de coexpressdo. Isso significa que uma maior
expressao de um determinado gene (superexpressos, do inglés upregulated) pode resultar em
uma maior expressao de outro gene relacionado, caso estes sejam diretamente modulados, ou
em uma menor expressao génica (sub-expressos, do inglés downregulated), caso os mesmos
forem inversamente correlacionados (ZHANG e HORVATH, 2015). Logo, esse processo
reflete na expressao biologica dos transcritos, considerando que a interagao génica esta
envolvida em fun¢des metabolicas entre genes interconectados.

Atualmente, ja se sabe de variadas modificagdes génicas que influenciam no
desenvolvimento da doenca de Alzheimer. Esses sdo ditos como biomarcadores pois refletem
algum traco fenotipico da doenca. O gene mais bem caracterizado na literatura ¢ o gene
APOE, sendo seu alelo €4 o mais danoso mas ndo suficiente para o iniciar da doenga mesmo

causando uma acumulagdo avancada de beta-amiloide (LEE et al., 2018; OJOPI et al., 2004).



A agregacgdo de placas neurais, hiperfosforilagdo da proteina tau e eventual apoptose neural ¢
influenciada por diversos genes, como APP, PSENI, PSEN2, IFITM3, HDACI e PLA2G4E
(HU et al., 2020). Contudo, o entendimento da doenga de Alzheimer deve ser mais
esclarecida pelo descobrimento de novos genes diferencialmente expressos (GDEs), assim

como a interagdo entre eles.

1.6 A GRANDE AREA DAS OMICAS E BIOLOGIA DE SISTEMAS

Atualmente, a aplicacdo de ferramentas informaticas em estudos de casos de cunho
genético esta se demonstrando efetiva para a andlise e interpretagdo de dados bioldgicos. Isso
¢ resultado da criacdo de programas especializados em responder questdes que requerem um
alto custo de processamento caso realizado de forma mecanica. Aplicagao esta que necessita
de intercomunicacdo entre pesquisadores e usudrios de bioinformatica, sendo um fator
essencial para o progresso de diversas areas que se apoderaram da ferramenta, visto que a
integragdo de dados esta disponivel para o resto do meio cientifico por meio de repositorios
publicos e banco de dados.

A busca de dados ¢ geralmente feita por sites que providenciam informacdes
relativas a condi¢do patoldgica e genética individual, ou seja, relatando a suscetibilidade
genética, mutacdes e polimorfismos. Assim, a importacdo e armazenamento de dados brutos
em repositérios € crucial para o entendimento da, como exemplo, interagdo proteica, bem
delineado pelo banco de dados STRING (STRING CONSORTIUM 2022), ou também pela
definicdo de perfis de expressdo génica como o GEO do Centro Nacional de Informagao
Biotecnologicas (NCBI, National Center for Biotechnology Information em inglés). Ademais,
diante o conjunto imensuravel de informacdo que estd sendo transplantada para o campo
virtual ¢ necessario estabelecer programas que saibam diferenciar os materiais uteis dos
demais dispensaveis (ATTWOQOD et al., 2011). Dessa maneira, a aplicabilidade dos devidos
repositorios esta na coleta e uso de informagdes referentes ao estudo de sistemas bioldgicos.

A grande area das 6micas, que compreende a gendmica, protedmica, metabolomica e
transcriptomica, estd tendo uma crescente visibilidade pelo uso interconectado com diversas
areas, como a farmacologia, microbiologia, toxicologia, bem como em areas de estudo clinico
de patologias. Com o passar dos anos € o aprimoramento das ferramentas computacionais,
como o sequenciamento de alta performance, se tornou claro que a devida interpretacao dos

dados solicitava um maior refinamento de anélise. Ademais, foi visto que a fragmentagdo dos



estudos bioldgicos resulta na dissinergia de andlises nos ambitos da biologia molecular,
genética, ciéncia da computacdo, matematica e estatistica, tendo em vista que a necessidade
de interdisciplinaridade ¢ essencial para plena compreensdo de processos metabolicos,
genéticos e fisiologicos (WERNER, 2007; MOONEY et al., 2013). Aplicando as
metodologias Omicas para sistemas biologicos complexos ¢é possivel desenvolver um
elaborado esquema de fatores que se articulam entre si. Logo, se trata de um paradigma de
desenvolvimento cientifico holistico que engloba  intrincadas redes de interacao
multifatoriais, génicas, metabolicas e entre proteinas, para compreender a interagdo entre
determinadas condigdes, aprofundando o entendimento biologico e auxiliando no progndstico

e diagnostico de doengas que requerem um olhar mais criterioso.

1.7 A CONTRIBUICAO DA TRANSCRIPTOMICA PARA O AVANCO EM PESQUISAS
DE PATOLOGIAS NEURODEGENERATIVAS

O estudo de gendmica funcional d4 destaque para o estudo de produtos génicos, os
transcritos. Assim, a transcriptomica ¢ a sub-area das Omicas que estuda o conjunto de
transcritos, isto ¢, a andlise quantitativa de RNA produzido em um determinado organismo,
regido ou célula. Andlises in silico, que conta com abordagens estatisticas e correlacionais,
servem como um processo eficaz para identificagdo de genes centrais (do inglés hub genes)
para compreender a progressdo de patologias. Utilizando a técnica de sequenciamento de
RNA (RNA-seq), a qual visa o sequenciamento da expressdao génica de uma determinada
regido do individuo, pode-se ter uma ideia geral dos principais fatores contribuintes de
neuropatologias. Ao delinear o protocolo para o uso do RNA-Seq ¢ necessario ter em mente
que seu inicio ¢ em laboratorio experimental, abrangendo a extragdo de RNA, o
enriquecimento de mRNA, a sintese de cDNA e a construgdo da biblioteca sequencial, a qual
sera incutida em uma plataforma de alto rendimento, como a Illumina. O seguimento desses
passos ¢ realizado in silico, sendo que engloba as fases de alinhamento ou montagem de reads
em um transcriptoma, a quantificacdo de transcritos, a normalizagdo entre amostras ¢ a
modelagem estatistica entre os genes ou transcritos de diferentes amostras (STARK et al.,
2019).

Outra forma comumente utilizada para auxiliar na andlise de genotipagem, bem
como identificar genes diferencialmente expressos (GDEs) e biomarcadores, € o microarranjo.
Sendo desenvolvida para uso especifico de quantificacdo transcricional, a técnica de alto

rendimento prevé a hibridizacdo entre a sequéncia nucleotidica da amostra e a sonda



elaborada para que seja possivel a identificagdo do transcrito. Nesse caso, a concentracao
relativa do acido nucleico amostral ird se equiparar com a sonda pela ligacdo nucleotidica
entre a sequéncia cDNA, o qual ¢ produto da transcriptase reversa do mRNA em foco, ¢ a
sonda, sendo, assim, um molde complementar do gene de estudo. No caso de anélises reais, ¢
feito avaliagdo de milhares de genes ao mesmo tempo, sendo que um chip de microarranjo ¢
constituido de milhares de sondas. Ao se hibridizarem, os transcritos, agora dupla fita, emitem
fluorescéncia, detectada por um scanner o qual gera uma imagem para ser processada por um
software especifico. De acordo com a andlise de quantificagdo pode-se mensurar o nivel de
expressdo do transcrito proveniente de regides diferentes, ou temporalidades diferentes, do

mesmo organismo, ou organismos diferentes, comparando-os (BUMGARNER et al., 2013;

TREVINO et al., 2007; DUFVA, 2009).

Figura 5: Modelo de microarranjo
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Legenda: A preparagdo da amostra segue os seguintes passos - purificagdo celular e
ribonucleica, amplificagdo da sequéncia, anotagdo génica. Para fabricar o microarranjo é necessario
um probe especifico, a sua funcionalizacgdo, sua sintese ¢ seu bloqueio. Na hibridizagdo tem-se a etapa
onde ha a jungdo de sequéncia. Logo apds verifica-se a presenga do transcrito pelo escaneamento. Por
fim, o processamento de dados, que conta com quantificagdo, analise e significado biologico da

sequéncia. Fonte: adaptado de DUFVA (2009).

De acordo com o pressuposto, genes podem ser expressos de forma atenuada. Dessa
forma, em sindromes metabolicas ou deméncias, como no caso da doenca de Alzheimer, é
visto que o nivel de expressdo de determinados genes e a interacdo entre eles podem
identificar uma caracteristica fenotipica patoldgica por um padrao de expressao. Dito isso,
considerando que diferentes areas cerebrais irdo expressar genes diferentemente, a analise da
doenca de Alzheimer pela transcriptdomica pode auxiliar na identificacio de GDEs. Em uma
analise comparativa, ¢ necessario se ter um numero relativamente grande de amostras por
classe para que nao haja interferéncia de variantes, assim sendo um nimero adequado ¢
estabelecido por uma técnica estatistica de poténcia estatistica. Assim sendo, a meta-anélise
por banco de dados de expressdo génica acaba sendo uma técnica eficaz em providenciar
novas assinaturas génicas (WANG et al., 2019).

Pela defini¢do, um estudo meta analitico prevé a comparacdo estatistica de um
conjunto de outros estudos que se assemelham na sua hipotese, metodologia e resultados com
o propdsito de integrar a conclusdo. Assim sendo, a meta-analise possui um carater
epistemologico e quantitativo, por avaliar os resultados de outros estudos. Uma parte
imprescindivel de um estudo desse tipo € ter em mente a heterogeneidade, visto que nos
estudos de expressdo génica as analises podem variar de acordo com os diferentes algoritmos,
pacotes utilizados e plataformas de microarranjo. Além disso, um niimero consideravel de
falsos positivos € um pequeno tamanho amostral podem influenciar nos resultados. A procura
na literatura pelos estudos corretos ¢ definida pelos critérios de inclusdo e exclusdo, o que
delimita e define a pesquisa para confluir com a pergunta da meta-analise (os critérios
utilizados nesse estudo serdo abordados na sua metodologia). Assim, a contribuicdo da
metodologia de meta-andlise para o estudo aqui apresentado se refere a confiabilidade e
generalizagdo para a investigacdo de biomarcadores marcantes na doenca de Alzheimer
(TSENG et al., 2012; LEE, 2018; WAN et al., 2020).

A importancia do transcriptoma como ferramenta diagnostica para doencas

neurodegenerativas se apresenta no fato de que a técnica é capaz de caracterizar



molecularmente tanto a patologia como o grau de ou estagio de progressdo. Como exemplo,
na doenga de Alzheimer tem-se que a regulacdo de genes que expressam o peptideo AP42 ¢
reduzida no liquido cefalorraquidiano quando a expressao do mesmo gene ¢ ampliada no
encéfalo (GU e GUO, 2013; FAGAN et al., 2007). Além disso, a coexpressao e expressao
diferencial de genes também auxilia na identificagdo de genes que estdo sendo expressos de
forma similar. Sabe-se que genes podem ser associados também pela sua funcionalidade
celular e metabolica, logo, compreender a relagdo intergénica se mostra importante para
agrupé-los em clusters, pois a interconectividade dos mesmos pode refletir em processos
bioldgicos enriquecidos ou genes alvos atuantes. Em suma, a descoberta de marcadores
genéticos pode se apresentar como uma estratégia para o desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos, drogas farmacologicas e at€ mesmo progndsticos de doengas.

Assim sendo, a hipdtese apresentada ¢ de que ha uma associa¢do génica entre as duas
condi¢des, doenga de Alzheimer e privacdo de sono, onde pode-se encontrar associagdes

pelos processos biologicos envolvidos



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a correlagdo entre privagdo de sono e doenca de Alzheimer, a partir da
analise de coexpressdao de genes no tecido nervoso central oriundos de pacientes com estas

condicoes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Apurar dados publicos do transcriptoma inferido pela técnica de microarranjo de
pacientes com doenca de Alzheimer a fim de encontrar possiveis biomarcadores e
compara-los com a expressao de individuos que sofrem de privacao de sono.

e Realizar uma andlise de expressdo diferencial com os respectivos conjuntos de dados
por aproximacdes Bayesianas baseadas em um modelo binomial e analisar o conjunto
de genes diferencialmente expressos, objetivando determinar genes desregulados com
o desenvolvimento da doenga de Alzheimer.

e Procurar na literatura genes diferencialmente expressos na doenga de Alzheimer e
processos bioldgicos envolvidos na privagao de sono

e Identificar a similaridade entre genes pré determinados e relacionados com a doenca
para correlacdo entre a patogenia do Alzheimer e a condicao de privagdo do sono pela

correlacdo entre vias e processos bioldgicos envolvidos.



3 MATERIAIS E METODOS

As analises desenvolvidas neste trabalho foram realizadas no Nucleo de

Bioinformatica e Biologia Computacional (NuBioinfo) do Departamento de Biologia Celular,

Embriologia e Genética (BEG), do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC).

Visto que nao foi encontrado nenhuma amostra cortical ou hipocampal que

representasse o transcriptoma de individuos em estado de privacdo de sono, foi decidido

trabalhar apenas com dados de individuos com Alzheimer. Desse jeito, foi realizada uma

busca literaria associativa entre genes alvo com base nas duas condigoes.

O organograma a seguir demonstra as etapas para o desenvolvimento no projeto.

Figura 6: Organograma estrutural de etapas computacionais do estudo.
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Em branco: métodos por programas computacionais para o avanco do estudo (in silico) e buscas

literarias, bases de dados e andlise associativa. Em amarelo: agrupamento de etapas. Fonte: elaborado

pelo autor.

3.1 CRITERIOS DE EXCLUSAO PARA BUSCA DO CONJUNTO DE DADOS



O conjunto de dados para analise foram localizados e agrupados por uma pesquisa
metodologica pelo banco de dados publicos GEO (Gene Expression Omnibus - disponivel

em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), o qual serve de repositorio para perfis de expressao

génica. A pesquisa foi realizada pelos termos “Alzheimer microarray” seguido pelas palavras
“hippocampus” ou “cortex”. O critério para inclusdo e exclusdo de dados foi determinada
pelos seguintes fatores: se os estudos possuiam amostras coletadas de regides do encéfalo
humano de pacientes diagnosticados com a doenca de Alzheimer e individuos sem a patologia
(grupo controle); se as andlises foram realizadas em expressdo de microarranjo; se o estudo
foi realizado com um conjunto de dados com, no minimo, 10 amostras, sendo pelo menos 5
de cada grupo (controle e¢ individuos com Alzheimer); se o arquivo estava em formato
adequado (.csv, .CEL, xlsx ou .txt). Foi realizada a exclusdo de 3 grupos (GSE6834,

GSE37264 e GSE131617) os quais se demonstraram inviaveis para a andlise in silico.

3.2  OBTENCAO E PROCESSAMENTO DE DADOS

Toda a andlise de expressdo foi realizada na linguagem de programagdo R versdo
R-4.2.2, utilizado para computacdo estatistica e grafica (disponivel em:

https://www.r-project.org). Com a ferramenta GEO2R  (disponivel em:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) foi possivel a comparagdo entre amostras de um

mesmo conjunto de dados para comparar genes diferencialmente expressos através de
diferentes condi¢des. O algoritmo disposto pela mesma ferramenta consta com os pacotes
GEOquery v2.65.2, limma v3.53.10, UMAP v0.2.9.0. Dessa forma, as amostras foram
designadas para grupos, onde o grupo “Controle” seriam as amostras controle e o grupo “AD”
seriam as amostras que continham algum grau da deméncia. Por fim, foi incluido valor-P com
valor de corte 0,05, valor-P ajustado, log Fold-Change (LogFC) com valor de corte sendo
maior que dois, considerando que este € o valor determinado pelo algoritmo, o simbolo génico

e seu titulo, bem como a criagdo de graficos utilizando fung¢des do proprio programa.

3.3 ANALISE DE COMPONENTE PRINCIPAL (PCA) E CONSTRUCAO DA MATRIZ
DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

O PCA (do inglés Principal component analysis) foi utilizado para comparar as
amostras entre si dentro de um conjunto de dados. Na andlise na foram utilizados os pacotes

WGCNA v1.71, ggplot2 v3.3.6, Geoquery v2.65.2 e fastcluster v1.2.3.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.r-project.org
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/

A detecgdo de amostras que se encaixam como valores atipicos (outliers em inglés) foi
realizada pela funcdo “goodSamplesGenes”. Desse modo, o PCA foi dividido em dois
métodos: o primeiro se refere ao agrupamento por hierarquia pela fungdo “hclust”, a qual
constr6i um dendograma das amostras com base nas suas distdncias entre as mesmas; 0
segundo método diz respeito ao PCA propriamente dito, realizado pela fungdo propria do R,
“prcomp”, graficamente representado pela funcao “ggplot”.

Para a criagdo da matriz de GDEs foi inserido uma coluna na tabela de expressao
génica a qual leva em conta o logFC de cada gene, sendo seu valor positivo um gene com
maior expressdo (Upregulated) e um valor negativo apresenta menor expressao
(Downregulated). Também foi utilizado o pacote tidyverse versdo 1.3.2 para melhor
manipulagdo de tabelas.

Ademais foi estabelecido um modelo linear, considerando a média da expressdo e o
quanto o gene estd sendo expresso diferencialmente, pelo qual computou-se os genes mais
significantes, sendo que o resultado se demonstrou diferente para cada banco de dados. Com
i1sso, obteve-se uma tabela de informag¢des onde cada coluna era respectivamente o ID do
gene, o p-valor adjacente, p-valor, valor-t, logFC (do inglés “Fold Change”, diz respeito a
variagdo da diferenca dos genes entre as amostras), AveExpr (do inglés “Average expression”,
a expressao média do gene), o sindnimo do gene ¢ o titulo do gene. Com esses dados de cada

GSE, a analise por grafico foi realizada.

3.4 IDENTIFICACAO DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS ENTRE
BANCO DE DADOS

De acordo com a matriz de GDEs em cada conjunto de dados de Alzheimer, foi feita
uma lista de subsecdo para cada banco de dados com os 5000 genes mais super-expressos € 0s
5000 genes mais sub-expressos. Logo apos, foi realizada uma andlise comparativa entre os
conjuntos de genes 10000 incluidos em cada subsecdo, criando-se uma lista de GDEs
compartilhados. Pela comparacdo de dois banco de dados, ¢ assim subsequentemente com
outros banco de dados, a lista iria, teoricamente, diminuir ao limitar os genes compartilhados

com outras amostras.



Figura 7: Organograma do passo a passo da comparac¢ao entre bancos de dados

| GSE39420 | | GSE36980 I

Y

¥

Matriz de GDEs Matriz de GDEs

5000 genes sub-
expressos

10000 GDEs com maior,
expressao diferencial

5000 genes 5000 genes sub-
superexpressos expressos

e

5000 genes
superexpressos

10000 GDEs com maior|
expressao diferencial

Comparacéo entre o
conjunto

GSE36980
Matriz de GDEs

Nova matriz de GDEs

Legenda: Em azul os bancos de dados. Em amarelo: o procedimento de comparagao.
Em branco os as demais etapas, matrizes de GDEs e continuag¢do do procedimento com outros

bancos de dados.

3.5 ENRIQUECIMENTO DOS GENES PELO STRING

Para analisar a funcionalidade molecular e biologica dos genes encontrados foi

utilizado a ferramenta e base de dados STRING (disponivel em: https://string-db.org), a qual

prediz a interacdo entre proteinas e, consequentemente, genes em questdo. Dessa forma foi
possivel identificar redes génicas que possibilitam a investigagdo agucada de interagdo entre
genes. Na caixa procura do STRING foi inserida a tabela no formato .csv contendo os genes
descobertos e o organismo utilizado foi Homo sapiens. O score requerido para o numero de

interacoes foi de confianca mediana (0.400).


https://string-db.org

3.6 COMPARACAO LITERARIA DE PRINCIPAIS GENES ENVOLVIDOS COM A
DOENCA DE ALZHEIMER E PRIVACAO DE SONO

Para a correlagdo entre genes diferencialmente expressos na doenca de Alzheimer e

privagdo de sono foi feita uma busca literaria pela ferramenta de busca PubMed (disponivel

em: https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) do NCBI, onde foram investigados genes centrais (do
inglés hub genes). Para busca dos GDEs de Alzheimer foi utilizado as palavras “Alzheimer”,
"Meta-analysis" e “Differential expression”. Estes foram agrupados em uma tabela e
comparados com os resultados das andlises de expressdo diferencial dentro do programa R
pela funcao “semi_join” do pacote tidyverse. Os critérios para o artigo se enquadrar no estudo
foram: se os genes sdo relacionados a privagdo de sono sem ser causada por qualquer doenca,
os genes fossem analisados pela sua expressdo diferencial e se contemplam os genes
principais envolvidos na condi¢do. Para a busca dos GDEs de privacao de sono foi utilizado
“Sleep deprivation” e “Hub genes”.

A procura por um estudo que se tratasse de genes diferencialmente expressos do
encéfalo em humanos afetados pela privagao de sono ndo foi encontrado, o que limita muito a
comparagdo entre genes. Dessa forma, ao invés de utilizarmos genes diferencialmente
expressos na privagao de sono, foi utilizada a funcionalidade dos genes encontrados na andlise
de expressdo diferencial para comparar com a funcionalidade dos genes associados a privagao

de sono.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov

4 RESULTADOS

4.1 ANALISE EXPLORATORIA - BUSCA DE DADOS PUBLICOS

Pela busca dos dados no repositério GEO, foram encontrados 12 banco de dados
contendo amostras que se enquadram no estudo. O conjunto de banco de dados esta
representado na tabela 1. As analises seguintes levaram em questdo a similaridade entre os
diferentes genes expressos de 9 banco de dados, tendo em vista que 3 (GSE6834, GSE37264

e GSE131617) se demonstraram invidveis para a analise in silico.

Tabela 1: Conjunto de banco de dados incluidos na pesquisa

Nu d
Dataset Hmero ae Tecido Peculiaridade da amostra
amostras
Cortex N T
GSE6834* 60 temporal ¢ Inclusao (ie i11r(13d15\i/;duos com
cerebelo priep
GSE29378 63 Hipocampo -
Cortex
GSE36980 80 frontal, -
temporal e
hipocampo
GSE39420 )1 'Cortex Inclusdo de individuos com mutagao
cingulado no gene PSEN1
- Inclusi e
GSE33000 624 (,30 ex nclusdo de 1nd1v1§uos com doenga
pré-frontal de Huntington
GSE37264* 16 Cortex i
temporal
Cortex
Inelusi e
GSE122063 136 temporal ¢ nelusdo de individuos
com deméncia vascular
frontal
Cortex Classificacao por progressao de
GSE131617* 426 frontal, er‘nfiranhados neurofibrilares
temporal e (utilizamos o Braak zero como

entorrinal controle)



Cortex
frontal,
GSE118553 401 temporal,
entorrinal e
cerebelo

Inclusdo de individuos
assintomaticos

Cortex

GSE48350 253 frontal, -
entorrinal e

hipocampo

GSE15222 363 Cortex ;
temporal

GSE28146 30 Hipocampo Restri¢ao de tecido cinzento

4.2 EXPRESSAO DIFERENCIAL

De acordo com a analise de expressdo diferencial pelo algoritmo proporcionado pela
plataforma GEO2R foi possivel identificar genes que diferem em sua expressao. O resultado
foi baseado na diferenca da expressdo em log2 dos genes individualmente. Os dados foram
agrupados em grupo controle, o qual consta individuos saudéaveis, e grupo AD (do inglés
Alzheimer Disease), agrupando individuos atacados pela doenga.

Os resultados de expressao sao demonstrados através dos graficos gerados, Volcano
plot ¢ MD plot, representam, respectivamente, a diferenca de expressdo de genes
individualmente pelo logaritmo de Fold Change (logFC) considerando o valor-P e a média da

expressao logaritmica de cada gene considerando o logFC.

Tabela 2:Resultado das analises de expressao diferencial dos GSEs encontrados
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Legenda: Linhas impares - numero do conjunto de dados; Linhas pares na esquerda - “Volcano

plot” mostrando o P-valor e a mudanca de log-FC de cada gene representados por pontos pretos, caso

ndo tenham uma expressdo diferencial significativa, ou cruz azuis, caso sejam diferencialmente

expressos significativamente; Linhas pares na direita - “Mean-difference plot” mostrando a mudancga

de log-FC e a abundancia média de cada gene, onde em vermelho estdo representados os genes

superexpressos, em azul os genes sub-expressos e em preto os genes sem diferenca na sua expressao.

Consequentemente, um valor positivo de logFC indica a superexpressdao do gene

quando comparado com o grupo controle, bem como um valor negativo indica a sua

sub-expressdo, ou seja, o quanto o gene teve sua expressao alterada. No grafico do tipo




“Volcano” tem-se o P-valor, que indica a significancia estatistica da expressdo diferencial.
Assim sendo, os genes que estdo mais para a direita estdo sendo regulados positivamente,
enquanto aqueles voltados para esquerda tem sua expressao regulada negativamente, € quanto
mais acima o gene estd, maior sua relevancia. O grafico do tipo MD-plot tem seu eixo x como
sendo a média da expressdo génica. Sendo assim, quanto mais para direita no grafico, maior a
expressdao do gene em questdo. No eixo y tem-se o log-FC, onde valores positivos indicam
genes super expressos e valores negativos, genes sub-expressos.

Ao interpretar o grafico volcano e MD plot do banco de dados GSE36980 observou-se
um grande volume de genes diferencialmente expressos, totalizando 33297 transcritos, sendo
que alguns sdo diferentes variantes do mesmo gene. Também foi visto uma maior quantidade
de genes super expressos (19860), sendo comparado com genes sub-expressos (13437). No
grafico de GSE29378 verificou-se uma quantidade média de 48803 de transcritos, sendo que
o volume considerado foi similar entre genes sub-expressos (24292) e genes superexpressos
(24511). No mesmo banco de dados foi visto uma pequena quantidade de genes sub-expressos
identificados como outliers. O banco de dados GSE39420 demonstrou um volume de 33297
transcritos, sendo superexpressos em maior quantidade (19211) e maior diferenga em sua
expressdo. Na expressdo de GSE33000 foi visto uma diferenciagdo na expressdo de 33280
transcritos, considerando que o volume ¢é aproximado para os sub-expressos, onde foram
observados 14651 genes, e superexpressos, 18629 genes. Os bancos de dados GSE122063
(58717) e GSE118553 (47323) demonstraram numero de expressdo diferencial parecida,
considerando que em ambos foi observado uma significancia e um volume similar. No
primeiro obteve-se 28899 genes sub-expressos e 29818 genes superexpressos, enquanto que
no segundo foi visto 23965 genes sub-expressos € 23358 genes superexpressos. O GSE48350
apresentou outliers significativos, o que resultou no achatamento do grafico Volcano plot, e
também um grande volume de transcritos (54675), tanto super (32845) quanto sub-expressos
(21830), sendo os ultimos mais diferencialmente expressos. O banco GSE15222 apresentou
um nuamero total de 24354 genes diferencialmente expressos, sendo 16537 sub-expressos €
7817 superexpressos, porém foi visto um outlier em questao que esticou o grafico Volcano
plot para a esquerda. E por fim, GSE28146 apresentou 54675 genes diferencialmente

expressos, sendo 26735 sub-expressos e 27940 superexpressos.



4.2.1 IDENTIFICACAO DE GENES COMUNS ENTRE OS BANCOS DE DADOS

De acordo com a subsecdo de genes mais sub-expressos € super-expressos entre cada
banco de dados foi observado o total de 44 genes em comum, considerando 22 de cada tipo,
super e sub-expressos. Os genes identificados como sub-expressos foram os seguintes:
ARHGAP21, NFIA, EPASI, TMEM123, RHOB, NEBL, MIDI1IP1, NUPRI, CTTN, SLC6A14,
PCDHBI, TRPC7, MYH2, MYO3B, CAPNI1, ELF5, GUCY2F, OR51E1, SOX14, BLK, GJA3
e CST6. Aqueles identificados como super-expressos foram os genes: VSNLI, STXBPI,
RPLI1S, MEF2C, DNMI, RGS4, GABRB2, TPPP, PCNP, FGFI12, RCAN2, MOAPI,
HISTIH4E, MAP3KS5, UBE2H, HPRTI, SUZI2, FXRI, EPDRI, ALDH9AI, CATSPERB ¢
CSN3.

4.3 USO DA BASE STRING PARA O ENRIQUECIMENTO DE GENES

Com o intuito de identificar a funcionalidade do conjunto de genes encontrados foi
utilizado o programa STRING para construir uma rede de interagdo proteina-proteina dos 44
GDEs encontrados e, assim, classifica-los de acordo com suas respectivas fungdes. Pela
analise foi visto que os GDEs estdo envolvidos em diferentes processos bioldgicos e vias
metabolicas. A figura 7 mostra os genes, representados por esferas chamados de nodos (em
inglés nodes), e a interacdo entre eles, representado por cantos (em inglés edges) ligando os
genes com linhas.

Foi excluido da andlise genes que ndo se relacionavam de qualquer maneira com
outros. Assim, manteve-se 44 genes. Observou-se a atuacdo de genes envolvidos em
regulagdao epigenética, apoptose, via de regulacdo da glicose (via Hippo), ciclo de vesicula
sinaptica, regulacdo intracelular de célcio e reorganizagcdo do citoesqueleto, mas nenhum
apresentou significancia para a interagdo de rede. O Uinico processo bioldgico que se mostrou
significativo foi a regulagdo negativa de processos celulares, ou seja, uma prevengdao ou
atenuacao de fatores transcricionais que exercem influéncia positiva em um processo
bioldgico. Isto ¢ devido a interagdo de varios genes da rede, principalmente os genes

relacionados a histonas.

Tabela 3: Lista e funcionalidade de genes sub e superexpressos



STXBP1

MYH2

PCNP

MOAP1
HIST1H4J

TRIM39

ABL1

PKN2

HISTTH4F

EIF3B

FXR1

ESRRB

MIDTIP1

CTTN

UHRF2

NFIA

SuUz12

Proteina sintaxina-ligadora 1; pode participar da requlacdo do acoplamento e fuséo de vesiculas
sinapticas, possivelmente através da interagdo com proteinas ligantes de GTP. Essencial para a
neurotransmisséo e ligac&o de sintaxina, um componente da maquina de fusdo de vesiculas
sinapticas

Miosina-2; Responsavel pela contragdo muscular. Requerida para organizagdo do citoesqueleto
PEST proteolitico contendo proteina nuclear; pode estar envolvido na regulagéo do ciclo celular
Modulador de apoptose 1; Necessario para apoptose dependente do receptor da morte
Agrupador de histona 1 H4 membro da familia j; Componente central do nucleossomo

E3 ligase ubiquitina-proteina TRIM39; E3 ligase ubiquitina-proteina E3. Pode facilitar a apoptose
inibindo a poli-ubiquitinagdo mediada por APC/C-Cdh1 e a subsequente degradagéo da proteina
pro-apoptotica MOAP1

Tirosina-proteina quinase ABL1; Tirosina-proteina quinase ndo-receptora que desempenha um
papel em muitos processos-chave ligados ao crescimento e sobrevivéncia celular, como a
remodelagéo do citoesqueleto em resposta a estimulos extracelulares, motilidade e adeséo celular,
endocitose do receptor, autofagia, resposta a danos do DNA e apoptose. Coordena a remodelagao
de actina através da fosforilagado de tirosina de proteinas que controlam a dinédmica do citoesqueleto
como WASF3 (envolvido na formagédo de ramos); ANXA1 (envolvido na ancoragem da membrana);
DBN1, DBNL, CTTN, RAPH1 e ENAH (envolvido na sinalizagéao); ou MAPT e PXN

Serina/threonina cinase N2; relacionada a PKC e proteina Rho/Rac efetora que participa de
respostas especificas de transdugéo de sinal na célula. Desempenha um papel na regulagdo da
progresséo do ciclo celular, montagem do citoesqueleto de actina, migragdo celular, adeséo celular,
invasdo de células tumorais e processos de sinalizagdo de ativagdo de transcrigdo

Agrupador de histona 1 H4 membro da familia f; Componente central do nucleossoma

Iniciagdo de tradugédo eucaridtica fator 3 subunidade B; componente de ligagdo RNA do complexo de
iniciacdo de tradugéo eucaridtica fator 3 (elF-3), que é necessario para varias etapas no inicio da
sintese de proteinas

Proteina 1 relacionada a sindrome do X fragil; proteina de ligagdo RNA necessaria para o
desenvolvimento embrionario e pés-natal do tecido muscular

Receptor beta relacionado ao estrogénio; ERR2 receptor de horménio esteroide; Isoforme 3: fator de
transcricdo que liga uma seqiiéncia canénica de reconhecimento ESRRB (ERRE)

Proteina 1 de média duragdo; Desempenha um papel na regulagdo da lipogénese no figado. Regula
a atividade enzimatica ACACA. Requer biossintese lipidica eficiente, incluindo triacilglicerol,
diacilglicerol e fosfolipideo. Envolvido na estabilizacdo de microtubos

Cortactina de substrato citrico; contribui para a organizagdo do citoesqueleto de actina e da forma
celular . Desempenha um papel na formagao da lamelipodia e na migragao celular. Desempenha um
papel na regulacdo da morfologia dos neurdnios, crescimento dos axénios e formagéo dos cones de
crescimento neuronais

E3 ubiquitina-proteina ligase UHRF2; E3 ubiquitina-proteina ligase que é uma proteina
intermolecular na rede do ciclo celular. Através de DNA cooperativo e ligagdo de histonas, pode
contribuir para um controle epigenético da expressao génica em células diferenciadas

Fator nuclear 1 tipo A; Reconhece a sequéncia palindrémica 5- TTGGCNNNNNGCCAA-3' presente
em promotores virais e celulares e na origem da replicagdo do adenovirus tipo 2. Estas proteinas
sdo individualmente capazes de ativar a transcrigao e a replicagdo

SUZ12 complexo repressivo SUZ12; proteina Polycomb SUZ12; proteina Polycomb group (PcG).
Componente do complexo PRC2/EED- EZH?2, que metila 'Lys-9' (H3K9me) e 'Lys-27' (H3K27me) da
histona H3, levando a represséao transcricional do gene alvo afetado. O complexo PRC2/EED-EZH2
também pode servir como plataforma de recrutamento de DNA para transferéncias de
metiltransferases, ligando assim dois sistemas de repressao epigenética




CSTB

STXBP5

HISTTH4E

RASSF1

MEF2C

GUCY2F

APBA2

HDAC7

ARHGDIG

ELF5

SNX33

ELF1

CST6

SNX9

GABRB2

Cystatin-a/b; Cystatin-B; Este é um inibidor intracelular da tiol proteinase. Inibidor reversivel de
ligacao estreita das catepsinas L, H e B; Pertence a familia da cistatina (98 aa)

Proteina da sintaxina 5; Desempenha um papel requlador na exocitose dependente do calcio e na
liberagao de neurotransmissor. Inibe a fusdo da membrana entre as vesiculas de transporte e a
membrana plasmatica. Pode modular a montagem de complexos SNARE entre as vesiculas de
transporte e a membrana plasmatica

Agrupador de histona 1 H4 membro da familia e; Componente central do nucleossomo

Ras associagdo de dominio contendo proteina 1; Potencial supressor de tumores. Necessario para
apoptose dependente do receptor da morte. Mede a ativagdo de STK3/MST2 e STK4/MST1 durante
a apoptose Fas-induzida, prevenindo sua desfosforilagdo. Quando associado ao MOAP1, promove
mudancga conformacional BAX e translocagdo para membranas mitocondriais em resposta a
estimulacéo de TNF e TNFSF10

Ativador de transcrigdo que se liga especificamente ao elemento MEF2 presente nas regibes
reguladoras de muitos genes especificos de musculos. Controla a morfogénese cardiaca e a
miogénese, e também esta envolvido no desenvolvimento vascular. Desempenha um papel
essencial na aprendizagem e memoria hipocampal, suprimindo o nimero de sinapses excitatérias e
assim regulando a transmisséao sinaptica basal e evocada. Crucial para o desenvolvimento neuronal
normal, distribui¢cdo e atividade elétrica no neocdrtex

Retinal guanilil ciclase 2; provavelmente desempenha um papel funcional especifico nas hastes e/ou
cones dos fotorreceptores

Precursora da amildide-beta A4 da familia de ligagao de proteinas A membro 2; Fungdo suposta na
exocitose da vesicula sinaptica por ligagdo ao STXBP1, um componente essencial da maquinaria de
exocitose da vesicula sinaptica. Pode modular o processamento da proteina precursora amildide
beta (APP) e, portanto, a formagédo de APP beta; dominio PDZ contendo

Deacetilase de histona 7; Responsavel pela desacetilagao dos residuos de lisina na parte terminal N
dos histones centrais (H2A, H2B, H3 e H4). A desacetilagdo de histona forma uma repressao
epigenética e desempenha um papel importante na regulagéo transcricional, na progresséo do ciclo
celular e nos eventos de desenvolvimento

Inibidor da dissociagdo do PIB 3; Inibe a reagao de troca do PIB/GTP do RhoB. Interage
especificamente com as formas de Rhob e proteinas de Rhog processadas pés-tradugao do PIB e
do GTP, ambas mostrando uma expresséao regulada de crescimento em células de mamiferos.
Estimula a liberagdo da proteina RhoB ligada ao PIB, mas ndo a proteina GTP

Fator de transcrigdo relacionado ao ETS EIf-5; ativador transcricdo que pode desempenhar um pape
na regulagao dos estagios posteriores de diferenciagao terminal de queratinécitos

Ordena nexina-33; Desempenha um papel na reorganizagédo do citoesqueleto, endocitose e trafico
de vesiculas celulares através de suas interagbes com membranas, WASL, DNM1 e DNM2. Atua
tanto durante a interfase como no final das divisbes de células mitéticas. Necessario para o
progresso eficiente através da mitose e citocinese. Necessario para a formagao normal do sulco de
clivagem no final da mitose. Modula a endocitose das proteinas da superficie celular, como APP e
PRNP; isto modula entdo a secre¢do dos peptideos APP e PRNP

Fator de transcrigdo relacionado ao ETS EIf-1; fator de transcricdo que ativa os promotores LYN e
BLK. Parece ser necessario para a ativagdo trans da expressdo do gene HIV-2 por meio da célula T.
Liga-se especificamente a dois motivos ricos em purina no intensificador do HIV-2

Cistatina-M; Apresenta inibigdo moderada da catepsina B

Ordena nexina-9; envolvido em endocitose e trafico intracelular de vesiculas, tanto durante a
interfase como no final da mitose. Necessario para o progresso eficiente através da mitose e
citocinese. Necessario para a formagé&o normal do sulco de clivagem no final da mitose.
Desempenha um papel na endocitose por meio de fossos revestidos de clatrina, mas também
independente de clatrina e dependente de actina na endocitose em fase liquida

Subunidade beta-2 do receptor de acido gama-aminobutirico; componente do receptor
heteropentamericano para GABA, o principal neurotransmissor inibidor no cérebro dos vertebrados.
Funciona também como receptor de histamina e medeia as respostas celulares a histamina




Dinamina-1; proteina de produg¢do de microtubos associada a for¢a envolvida na produgéo de feixes
DNM1 de microtubulos e capaz de ligar e hidrolisar GTP. Muito provavelmente envolvido em processos de
trafico vesicular. Envolvido em endocitose mediada por receptores

Espina; Proteina multifuncional para a concentragao de actina. Desempenha um papel importante na
regulagdo da organizagao, dimenséao, dindmica e capacidade de sinalizagdo dos microfilmes de
actina nas células mecanosensoriais e quimiosensoriais. Necessario para a montagem e
estabilizagdo dos feixes de actina paralelos estereociliares

ESPN

Degeneracéo da retina 3, requlador gucy2d;, Desempenha um papel critico na requlacdo das
enzimas envolvidas no ciclo de nucleotideos em fotorreceptores Inibe a atividade catalitica basal e a

RD3 atividade estimulada pelo GCAP do GUCY2D e GUCY2F, duas guanalises de retina envolvidas na
producdo de cGMP em fotorreceptores Envolvidos no transporte do GUCY2D e GUCY2F para seus
locais-alvo no segmento externo do fotorreceptor

Deacetilase de histona 4/5; Responsavel pela desacetilagao dos residuos de lisina na parte
N-terminal dos histones centrais (H2A, H2B, H3 e H4). A diacetilagdo de histone da uma etiqueta

HDAC5 - . . . - -
para a repressao epigenética e desempenha um papel importante na regulagéo transcricional, na
progresséo do ciclo celular e nos eventos de desenvolvimento
RGS4 Regulador da sinalizagcdo da proteina G 4; Inibe a transdugéo de sinal aumentando a atividade
GTPase das subunidades alfa da proteina G, levando-as assim a sua forma inativa ligada ao PIB
RPL18 60S proteina ribossémica L18;, Componente da grande subunidade ribossomal
Myosina; Provavel motor a base de actina com atividade de proteina cinase. Necessario para o
MYO3B desenvolvimento normal do feixe de cabelos cocleares e audigdo. Desempenha um papel importante

nos primeiros passos da morfogénese do feixe de cabelos cocleares. Influencia o numero e o
comprimento dos estereocilios a serem produzidos

Tirosina-proteina cinase Blk; Tirosina-cinase ndo-receptora envolvida no desenvolvimento,
BLK diferenciagéo e sinalizagao de linfécitos B. A sinalizagdo do receptor de célula B (BCR) requer uma
regulagem rigorosa de varias proteinas tirosina cinases e fosfatases

RhoB; mede a apoptose em células neoplasticamente transformadas apos danos no DNA. Ndo é
essencial para o desenvolvimento, mas afeta a adeséo celular e a sinalizagdo do fator de

crescimento nas células transformadas. Desempenha um papel negativo na tumorigénese, pois a
delegao causa a formagao de tumores. Envolvido no trafico intracelular de uma série de proteinas

RHOB

Proteina hepatica induzivel pelo horménio tireoidiano; desempenha um papel na regulagdo da
THRSP lipogénese, especialmente na glandula mamaria lactante. Importante para a biossintese de
triglicerideos com cadeias de acidos graxos de médio comprimento

O fator de transcrigdo ETS relacionado ao Elf-2; a Isoform 1 transcriptionally ativa os promotores

ELF2 LYN e BLK e atua sinergicamente com o RUNX1 para transacionar o promotor BLK

Proteina transmembrana 123; Implicada na morte celular oncética, caracterizada pelo inchago

TMEM123 celular, inchago das organelas, vacuolizagdo e aumento da permeabilidade da membrana

Também, foi verificado que a regulacdo dos genes STXBPI, MEF2C, DNM1, PCNP,
MOAPI, TMEM123, HISTIH4E, RHOB, MAP3K5, UBE2H, HPRTI, MIDIIPI, NUPRI,
CSN3, TRPC7, MYO3B, ELF5, GUCY2F, BLK e CST6 estava relacionada com a atividade e
expressdo de outros genes. Nesse caso, os genes incluidos para analise de interacdo pela
plataforma STRING foram os dois primeiros genes que tinham maior relacdo com o gene de

origem provindo da matriz de GDE:s.



Como ilustrado na figura 7, houveram interacdes entre genes associados. As interagoes
de maior relevancia, levando em conta as pontuagdes de co-expressao, interacdo determinada
experimentalmente, notacao por base e Textmining, foram STXBPI com APBA2, RHOB com
ARHGDIG, CTTN com DNMI, DNMI com SNX9, HDAC5 com MEF2C, HDAC7 com
MEF2C, HISTIH4E com HISTIH4F, HISTIH4E com HISTIH4J, HISTIH4F com
HISTIH4J, MOAPI com RASSF1 e SNX33 com SNX9.

Figura 7: Rede de interagdo proteina-proteina de GDEs e genes associados
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Legenda: Os genes estdo sendo representados por esferas enquanto a interag@o entre eles esta
sendo representada por linhas. As linhas se dividem em cores, sdo elas: Azul ciano - interacdo de
conjunto de dados curadas; Rosa - interacdo determinada experimentalmente; Verde - genes vizinhos;
Vermelho - fusdo de genes; Azul escuro - co-ocorréncia de genes; Amarelo - genes citados no mesmo

artigo (Textmining); Preto - co-expressdo génica; Azul claro - homologia proteica.

44 ASSOCIACAO FUNCIONAL
44.1 BUSCA LITERARIA PARA COMPARACAO DE GENES RELACIONADOS A
DOENCA DE ALZHEIMER

Na busca pelo conjunto de dados, foram encontrados 6 artigos referentes ao
Alzheimer. Ao verificar a existéncia de genes centrais foi observado que os mesmos se
diferenciam de artigo para artigo, em outras palavras, ndo haviam genes centrais equivalentes.
Dito isso, os genes encontrados na literatura foram: CSRPI, IFITM3, MTIE, MT1G, ZNF652,
POGZ, WWTRI, GPRC5B, ZFP36L2, SORBSI, ENAH, FRMPD2, SST, BDNF, SVOP
LRTM?2, GADI, CAMK4, PCDHS, UBE2N, ENSA, SCOC, SERINC3, MAGEDI, Cl4orf79,
BASP1, ATP6API1, RTN3, AP2M1, TYRPI, CDK7, ATOH7, MRPL42, WNTI10B, HPCA,
ALDOA, GABBRI, TUBAIA, GAPDH, DNM3, KLC1, COX6C, ACTGI, CLTA, SLC25A45,
PRNP, FDFTI, RHOQ, B2M, SPP1, WAC, UBAI, EIF4H, CLDNDI, CCL2, IL6, CXCLS,
HLA-A, ILIRN, MTI1, MT2, NOTCH2, ADD3, MSXI, RAB31, ENO2, ELAVL4, SNAP9YI,
NEFM, Sgkl, Ly6a, Atp6vOe, Hspb8, Htral, Pdk4, Pfkfb3, Golml, Plin3, Marcksll, Fgdl,
Scarbl, Mvd, Klhl13, Elovi2 e Vps29. Dessa forma, o resultado da comparagdo dos genes
centrais com os resultados da analise de expressao diferencial foi totalmente dissemelhante,
sendo que nenhum gene encontrado na literatura correspondeu com qualquer gene disposto na
andlise de expressdo diferencial.

Foi observada a rede de interagao proteina-proteina, como ilustrado na figura 8. Foram
excluidos 21 genes, os quais ndo haviam interacdo, sobrando 64 para formar a rede. A
interacao intergénica se mostrou relativamente alta quando comparada aos genes estudados na
analise de expressdo diferencial. Foi visto principalmente uma grande conectividade direta
dos genes ACTGI, ALDOA, ENO2, AP2M1, UBAIl, PFKFB3, PDK4, ZFP36L2, SGKI,
EIF4H com o gene GADPH. Além disso, a andlise da funcionalidade dos mesmos genes pelo

programa STRING demonstrou que haviam genes envolvidos com regulagdo de interleucinas,



mecanismos de apoptose, ubiquitinagdo, regulagdo de célcio, regulacio sinaptica e vesicular,

plasticidade sinaptica, bem como aglutinagdo de clatrina e associagdo de microtiibulos.

Figura 8: Rede de interagdo proteina-proteina de genes encontrados na literatura
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Legenda: Os genes estdo sendo representados por esferas enquanto a interagdo entre eles esta sendo
representada por linhas. As linhas se dividem em cores, s@o elas: Azul ciano - interagdo de conjunto de
dados curadas; Rosa - interacdo determinada experimentalmente; Verde - genes vizinhos; Vermelho -
fusdo de genes; Azul escuro - co-ocorréncia de genes; Amarelo - genes citados no mesmo artigo

(Textmining); Preto - co-expressdo génica; Azul claro - homologia proteica.

442 BUSCA LITERARIA PARA COMPARACAO DA FUNCIONALIDADE GENICA
DA PRIVACAO DE SONO



Na busca pelo conjunto de dados, foram encontrados apenas dois artigos referentes a
privacao de sono. Nesse caso, ao invés de comparar os genes individualmente, recorreu-se a
comparacao da funcionalidade entre genes.

De acordo com os artigos observados, os processos biologicos significativos
estipulados foram: modulagdo na atividade de canais de potdssio, apoptose, resposta imune,
regulacdo sindptica, componente citoesqueleto, ciclo de liberacdo de vesiculas, traducao e
fosforilagdo de GTPases, adesdo celular, bem como processos pos transcricionais, como corte
do pré-RNA , e uma varia¢do de processos metabolicos envolvidos em regulagdo glicolitica,
regulagdo da insulina, sinaliza¢do do glucagon, ativacdo da proteina cinase A, metabolismo de

aminoacidos, pirimidinas, nucleotideos, fosfolipidios e purinas.

443 COMPARACAO DA FUNCIONALIDADE GENICA ENTRE GENES
ANALISADOS E GENES DISPOSTOS NA LITERATURA SOBRE PRIVACAO DE
SONO

O resultado da comparagdo de funcionalidade génica entre a privagdo de sono e a
doenca de Alzheimer foi realizada a partir de vias enriquecidas e processos biologicos
baseado em artigos, para privagdo de sono, e baseado no enriquecimento dos genes analisados
pela expressado diferencial bem como na busca literarias de genes associados ao Alzheimer.

Ao comprar as vias e processos biologicos da privacdo de sono com os processos de
genes analisados foi visto pouca semelhanga. Contudo, os processos de apoptose e regulagao
glicolitica foram associados. Os genes envolvidos nos processos de apoptose no Alzheimer

sdo ABLI, TRIM39, HIPKI, MAP3KS5, RHOB, RASSFI, BLK e MOAPI.

444 COMPARACAO DA FUNCIONALIDADE GENICA ENTRE GENES DISPOSTOS
NA LITERATURA

Ao comparar a funcionalidade génica encontrado na literatura e processos biologicos
da privagdo de sono foi observado processos significativamente associados, como:
mecanismos de apoptose, resposta imune por regulacdo de interleucinas, regulagdo sinaptica e
vesicular, mecanismos de organizacao citoesquelética e processos glicoliticos. Dessa forma,

foi encontrado uma maior associa¢ao funcional com a privagdo de sono por genes centrais ja



descritos na literatura quando comparados com os genes analisados por expressao diferencial

realizado no estudo.



5 DISCUSSAO

O diagnostico de pacientes com Alzheimer ¢ comumente realizado por avaliagdes
neurofisioldgicas onde se estabelece um critério fisico, psicologico e de neuroimagem para tal
conclusdo. Contudo, o diagnostico por identificagdo de biomarcadores genéticos apresentaria,
teoricamente, um resultado mais conciso por se tratar da diferenca de expressao génica, a qual
reflete a condicdo do individuo molecularmente. Também, e ndo tampouco importante, o
diagnostico por identificacdo de biomarcadores se mostra mais eficaz para o tratamento da
doenga, visto que o mesmo pode ser feito sem a necessidade da expressdo de um sintoma,
visto que o inicio da condi¢cdo do Alzheimer se inicia anos antes da ocorréncia dos sintomas.
Logo, a analise da predisposi¢do genética, tanto hereditaria quanto epigenética, ¢ um fator
crucial para a identifica¢ao antecipada da doenca (RAHMAN et al., 2020).

Nesse quesito, fatores ambientais sdo fontes para o desenvolvimento da doenca. A
privagdo de sono é, atualmente, comum e normalizada. Muitos ainda expressam vangloria ao
efetua-la pelo estresse que toleram frente ao desgaste corriqueiro. Porém, o cenario
competitivo, que leva o individuo ao limite, pode resultar em um estilo de vida nocivo para o
organismo. Em longo prazo, o estresse ¢ considerado um fator chave para o progresso de
qualquer doenga neurodegenerativa ¢ devido ao crescimento da falta de sono este cenario
pode se ampliar (JUSTICE, 2018; CHATTU et al., 2018). Neste estudo foi ponderado e
analisado o impacto do fator ambiental sono no desenvolvimento da doenga de Alzheimer por
técnicas computacionais com a finalidade de encontrar genes que atuam como coadjuvantes
para as duas situagdes.

Com o intuito de encontrar genes os quais sdo elementares na fenomenologia da
doenca, a analise de expressdo diferencial obteve resultados concisos porém nao satisfatorios,
visto que a identificacdo dos genes analisados foram completamente incompativeis com os
genes expostos na literatura pesquisada. Dito isso, ndo foi encontrado nenhum gene central
que esteja concomitantemente na busca literaria e na analise de banco de bases referente a
doenca de Alzheimer. Isso pode significar quatro possibilidades. A primeira diz respeito a
quantidade de genes que sdo envolvidos em doengas complexas como o Alzheimer, tendo
assim, grandes redes génicas que tanto podem variar de populagdo para populacido, como
também para diferentes tecidos. Esta ¢ a razdo de se analisar o sistema biologico pela
perspectiva da transcriptoma, com a finalidade de compreender a intrincada relagao

intergénica, diferente em cada situacdo e cronologia. A segunda possibilidade considera que



nenhum gene analisado ¢ um dos fatores responsaveis pelo acometimento da doenga. Isso
pode ser devido a falta de um filtro mais acurado para isolar possiveis genes envolvidos com a
patologia. A terceira possibilidade diz respeito ao enviesamento pela utilizacao da técnica de
microarray, visto que a metodologia para aquisi¢do de dados por microarranjo se demonstra
nitidamente desatualizada. A utiliza¢do da técnica microarray para o estudo ¢ resultado da
falta de conjunto de dados pela técnica de RNA-Seq. Ha também uma quarta possibilidade,
sendo ela a mais improvavel, porém otimista, que se refere a descoberta de novos genes
centrais, considerando que estes possuem sua expressdo diferencial elevada e ndo estdo
citados na busca literaria, podendo estarem citados em outros artigos. Para averiguar tal
perspectiva seria necessario realizar uma meta-analise com um numero amostral maior, e
entdo observar onde os tais genes se enquadram.

Como ja observado, a regulacdo de alguns genes foi associada com a de outros genes
que interagem entre si. O gene STXBPI, responsavel por regulagdo sinaptica e docking de
vesiculas de neurotransmissores, foi associado com os genes APBA2 e STXBPS, os quais
tratam da exocitose celular. A APP, proteina transmembrana que modula a formagdo de
sinapses, pode estar relacionada com alguns desses genes que regulam a formacao
citoarquitetonica ou aqueles que possuem relacdo com transporte de vesiculas, como o
STXBP1, APBA2 ou SNX33. MEF2C foi o gene associado com modificagdes epigenéticas,
englobando os genes HDAC7 e HDACS, os quais sdao promissores alvos para terapia na
doenca de Alzheimer (XU et al., 2011). Foi notado que a modulacao do citoesqueleto pode
estar sendo afetada pela regulacdo do gene DNM1, o qual est4 associado com os genes SNX9 e
SNX33. Além do mais, o ultimo gene, SNX33, um membro da familia da proteina nexina de
triagem, ¢ considerado alvo terapéutico para o tratamento do Alzheimer adjunto a droga
Donepezil (TAKADA-TAKATORI et al., 2019). PCNP foi o gene relacionado a regulacao do
gene UHRF2, sendo este um modulador epigenético crucial para memoria e aprendizado
espacial em camundongos (CHEN et al.,, 2017), duas capacidades prejudicadas pela
deméncia. O gene MOAPI foi relacionado com os genes TRIM39 e RASSFI os quais estdo
associados com a via reguladora Hippo, responsavel por mecanismos metabolizantes de
glicose, apoptose celular e regulacdo tumoral, evento que pode estar relacionado com a
transcrigdo de genes envolvidos com a doenca de Alzheimer (VLAHOV et al, 2015;
BLALOCK et al., 2014). O gene TMEM]123 teve associagdo com o gene NPM3 mas uma
relagdo direta com o Alzheimer nao foi observada. Contudo, a associacdo de genes
reguladores epigeneticamente foi identificada novamente entre os genes agrupadores de

histonas HISTIH4E, HISTIH4F e HISTIH4J. O gene RHOB foi associado com ARHGDIG e



ARHGEF5, dos quais estdo relacionados com a ativagdo de GTPases, porém ndo foi
encontrada uma relacao direta com a doenga. Finalmente, o gene MAP3K35 esta associado com
KLHDCI10 e HIPK1, genes relacionados com apoptose, novamente, visto que ha evidéncia de
que podem ser genes envolvidos no Alzheimer (SHERVA et al., 2011).

Um fator interessante ¢ a presenga da interacdo do gene APBA2, gene o qual
transcreve o precursor da proteina amildide beta A4, com o gene STXBPI, relacionado com
exocitose vesicular. O primeiro ja foi hipotetizado por ter diferenga em sua expressdo em
individuos afetados pela doenca de Alzheimer (COSTA et al., 2017). O gene SUZ12 também
apresentou resultado interessante por interagir com fatores de transcri¢do epigenéticos, como
os genes da familia HISTI. Ainda sobre fatores epigenéticos, foi visto uma grande quatidade
relativa de genes reguladores de histonas, como HDACS5, UHRF2 e genes HISTI. Os genes
SNX9 e SNX33 foram identificados como moduladores de vesiculas sinapticas, atuando em
conjunto com o gene DNMI. O gene MEF2C desempenha um papel essencial na
aprendizagem e memoria hipocampal, suprimindo o nimero de sinapses excitatorias, o que
pode estar fortemente envolvido com a progressao da doenga. Foi visto que o mesmo gene
tem potencial anti-inflamatorio e sua expressdo ¢ atenuada com o decorrer dos anos
(DECZKOWSKA et al., 2017).

Em relagdo ao enriquecimento da rede de genes encontrados na literatura, obteve-se
resultados interessantes. Primeiro, alta conectividade pode ser explicada pela averiguagdo de
inimeros estudos que constam desses genes, como NOTCH?2, BDNF ¢ GADPH os quais estao
inclusos em artigos de meta-analise (BUTTERFIELD et al., 2010; CHEN et al., 2006; - NG
et al., 2019). O gene GADPH, o qual esta envolvido com transcri¢do, foi altamente associado
com a regulacdo de outros genes, o que pode significar que o mesmo faz parte de uma
modulagdo génica essencial. Os processos biologicos que podem estar envolvidos com o
referente estudo sdo: regulagdo da via de interleucinas, visto que os genes /L/RN e IL6 estdo
dispostos na rede, e ja foi visto que o processo de inflamag¢do causada por esse evento pode
estar relacionado com o mecanismo do Alzheimer (WEISMAN et al., 2006). O processo de
regulagao de clatrinas e vesiculas sinapticas também pode estar envolvido com a doenca,
sendo que ha genes reguladores dessa atividade como SNAP91, AP2M1, CLTA e DNM3. Foi
visto que os genes PRNP, SGKI e CAMK4 sao responsaveis pelo processo de memoria de
longa duragdo, o que ¢ um sintoma classico da doenca de Alzheimer. Também ¢ importante

salientar que o gene PRNP ¢ atuante no processo de plasticidade sindptica, o que pode estar



sendo influenciado por genes que modulam a regulacdo sindptica, processo funcional da
privacao de sono.

Dito isso, obteve-se algumas consideragdes que devem ser levadas em conta para
estipular a associagdo Alzheimer-sono. Alguns artigos ja evidenciaram a relagdo da privacdo
de sono com o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (WU et al., 2019). Ha
evidéncias de que a proteina beta amildide pode prevenir o individuo de adentrar no estado de
sono NREM, assim, qualquer gene que aumente sua clivagem por atuagdo da beta-secretase ¢
um possivel candidato a gene alvo no estudo do Alzheimer (A MANDER et al., 2015). A
homeostase sindptica também ¢ afetada, tanto pela privagdo de sono quanto pela desregulacao
genética da patologia em questdo, considerando que ha genes envolvidos no processo e
também hé evidéncias de que o mesmo ¢ desregulado na falta de sono (BROWN et al., 2012).

Na relagdo entre genes pelo estudo de GDEs, o processo biologico de apoptose pode
estar relacionado com a privagdo de sono pelo processo bioldgico de inflamacdo e formagao
de espécies reativas de oxigé€nio (ZIELINSKI et al., 2016). Essa mesma funcionalidade esta
associada a sinalizacdo da via Hippo, reguladora glicolitica e associada a patologia em
questdo (WANG et al., 2016). A andlise de expressdo diferencial deste estudo observou genes
envolvidos com regulacdo epigenética, o que € congruente com evidéncias de que a privagao
de sono pode causar mudancas epigenéticas em homens (CEDERNAES et al., 2015).

O ritmo circadiano, regulado por “genes relogio” como Cryl, Npas2, e Per2 (QIN et
al., 2015), também influencia fortemente a falta de sono e, consequentemente, processos
inflamatorios que podem estar relacionados com doengas neurodegenerativas, porém, nao foi
observado a atuacdo desses genes nas redes de interacdo. Da mesma forma, outros genes
essenciais para o mecanismo da iniciacao ¢ manuten¢do do sono devem estar sendo regulados

por genes principais para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer.



6 CONCLUSAO

Através das analises ¢ resultados do referido estudo nao foi encontrada uma relacao
génica definitiva entre a privagdo de sono e a doenga de Alzheimer. Ao utilizar a andlise de
expressao diferencial para tratar de genes que poderiam ser genes principais na patologia,
observou-se que os mesmos ndao se conciliam com os genes ja descritos na literatura.
Contudo, pela andlise dos GDEs e comparacdao de processos da privagdo de sono, foi
observado que algumas vias e processos bioldgicos podem estar envolvidos nas duas
condi¢des, como apoptose, regulacdo glicolitica e mecanismos epigenéticos.

Ao comparar as vias e processos bioldgicos de genes buscados na literatura com os
processos da privagdo de sono foi observado uma correlagdao, a qual deve ser melhor
estabelecida com estudos futuros. Mesmo assim, a alta conectividade da rede de genes da
literatura implica que ha uma consolida¢do na andlise de intera¢do. Dessa forma, pode-se
estipular que os processos bioldgicos compartilhados possuem algum nivel de veracidade.

Um grande empecilho do estudo foi ndo ter encontrado um banco de dados de
transcriptoma das mesmas regides, que foram observadas nas amostras de individuos com
Alzheimer, de individuos com privagdo de sono. Logo, ¢ necessario estudos posteriores para

analisar a co-expressao de genes envolvidos na doenga de Alzheimer e privagdo de sono.
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