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RESUMO

Introducdo: Trissomia do cromossomo 21 resulta em varias disfungdes, incluindo
comprometimento cognitivo e deficiéncia do sistema imunoldgico. MicroRNAs
(miRNAs) influenciam processos bioldgicos como apoptose e proliferacdo celular,
desempenhando papel significativo em disturbios associados a sindrome de Down (SD).
Objetivos: Avaliar a expressdo génica e proteica de IKBKB e BCL2 em fibroblastos
dissdmicos e trissdmicos para o cromossomo 21, apods transfecgdo com miR-942-5p e
miR-378a-3p e analisar, por bioinformatica, a expressao dos genes apoptoticos (BCL2,
BAX, BBC3 e CASP7) em cérebros pods-morte de individuos com SD. Material e
M¢étodo: Fibroblastos foram transfectados com mimics e inibidores de miRNAs para
avaliar suas interagdes com os genes BCL2 e IKBKB. RNAs e proteinas foram
analisados por PCR quantitativo em tempo real ¢ Western Blotting, respectivamente.
Microarray de genes apoptoticos expressos em cérebros de 58 individuos SD e 58
controles, provenientes do banco de dados GEO foram analisados por bioinformatica
pelo GEO2R; a interagdo entre proteinas foi investigada usando STRING-DB e
Metascape. Resultados: A expressao de IKBKB diminuiu ap6s transfeccdo com miR-
942-5p mimic em fibroblastos dissémicos (p<0.0001) e trissdmicos (p<0.0001),
enquanto aumentou, com o inibidor, em fibroblastos dissomicos (p<0.0001) e
trissdmicos (p=0.02). A expressdo de BCL2 em fibroblastos dissomicos diminuiu apos
transfeccdo com miR-942-5p mimic (p=0.0016) e aumentou com o inibidor (p=0.01)
Nos fibroblastos trissomicos, a expressdo de BCL2 diminuiu com o mimic (p<<0.0001) e
inibidor (p<0.0001). Para miR-378a-3p, a expressdio de BCL2 em fibroblastos
dissomicos transfectados com mimic ndo mostrou diferenga significativa (p=0.09), mas
aumentou com o inibidor (p<0.0001). Nos fibroblastos trissdmicos, a expressdo de
BCL2 diminuiu com mimic (p<0.0001) e inibidor (p=0.0001). Nao foi observada
diferencas significativas na expressao proteica de IKBKB e BCL2 entre fibroblastos
transfectados e controles negativos. A analise de bioinformatica revelou que a expressao
de BCL2 aumentou no periodo pré-natal (logFC=1,16) nas faixas etarias de 13-22 anos
(logFC=0,71) e 30-39 anos (logFC=0,93). Expressdo aumentada também foi observada
para BBC3 no periodo pré-natal (logFC=0,65) e entre 40-42 anos (logFC=0,67) e para
CASP7 entre 13-22 anos (logFC=0,66) e 40-42 anos (logFC=0,77). A expressdo de
BAX diminuiu entre 30-39 anos (logFC=-1,10). No cortex frontal ventrolateral SD foi
observada expressao aumentada de BCL2 (logFC=0,74). A anélise pelo STRING-DB
mostrou uma rede de interagao entre BCL2, BAX, BBC3 ¢ CASP7 com alta confianca
(0,700) e significancia (p=2,2e-06), indicando sua importancia na regulagdo da apoptose
em SD. Conclusdao: Sugere-se que miR-942-5p regula IKBKB, independente da
trissomia 21 e regula BCL2 apenas nos fibroblastos dissomicos. Os achados dos outros
ensaios de transfec¢ao nao sdo compativeis com a funcao esperada dos miRNAs. A
discrepancia dos niveis de mRNA e proteina de IKBKB e BCL2 indica a complexidade
da regulagdo pos-transcricional. Nas amostras de cérebro, a expressao diferencial dos
genes BCL2, BBC3, CASP7 e BAX em SD nas diferentes faixas etdrias sugere
desequilibrio na regulacao da via apoptética na SD. A expressao aumentada de BCL2 no
cortex frontal ventrolateral sugere uma possivel importancia da expressdo desse gene
em areas especificas do cérebro de individuos SD, possivelmente contribuindo para a
sobrevivéncia celular e prote¢ao contra a neurodegeneracgao.

Palavras-chave: Trissomia do 21; Regulacdo da expressdo génica; microRNAs;
Apoptose; Biologia Computacional.
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ABSTRACT

Introduction: Trisomy of chromosome 21 results in various dysfunctions, including
cognitive impairment and immune system deficiency. MicroRNAs (miRNAs) influence
biological processes such as apoptosis and cell proliferation, playing a significant role in
disorders associated with Down syndrome (DS). Objectives: To assess the gene and
protein expression of IKBKB and BCL2 in disomic and trisomic fibroblasts for
chromosome 21, after transfection with miR-942-5p and miR-378a-3p, and to analyze,
through bioinformatics, the expression of apoptotic genes (BCL2, BAX, BBC3, and
CASP7) in post-mortem brains of individuals with DS. Materials and Methods:
Fibroblasts were transfected with miRNA mimics and inhibitors to evaluate their
interactions with the BCL2 and /IKBKB genes. RNAs and proteins were extracted and
analyzed by quantitative real-time PCR and Western Blotting, respectively. Microarray
data of apoptotic genes expressed in brains of 58 DS individuals and 58 controls, from
the public GEO database, were analyzed using the bioinformatics tool GEO2R; protein
interactions were investigated using STRING-DB and Metascape. Results: The
expression of /IKBKB decreased after transfection with miR-942-5p mimic in disomic
(p<0.0001) and trisomic (p<0.0001) fibroblasts, while it increased in disomic
(p<0.0001) and trisomic (p=0.02) fibroblasts with the inhibitor. The expression of BCL2
in disomic fibroblasts decreased after transfection with miR-942-5p mimic (p=0.0016)
and increased with the inhibitor (p=0.01). In trisomic fibroblasts, BCL2 expression
decreased with the mimic (p<0.0001) and inhibitor (p<0.0001). For miR-378a-3p, BCL2
expression in disomic fibroblasts transfected with the mimic did not show significant
difference (p=0.09), but increased with the inhibitor (p<0.0001). In trisomic fibroblasts,
BCL?2 expression decreased with mimic (p<0.0001) and inhibitor (p=0.0001). Western
Blotting analysis did not show significant differences in the protein expression of
IKBKB and BCL2 between transfected fibroblasts and negative controls.
Bioinformatics analysis revealed that BCL2 expression increased during the prenatal
period (logFC=1,16) and in the age ranges of 13-22 years (logFC=0,71) and 30-39 years
(logFC=0,93). Increased expression was also observed for BBC3 during the prenatal
period (logFC=0,65) and between 40-42 years (logFC=0,67) and for CASP7 between
13-22 years (logFC=0,66) and 40-42 years (logFC=0,77). BAX expression decreased
between 30-39 years (logFC=-1,10). In the ventrolateral frontal cortex of DS, increased
expression of BCL2 (logFC=0,74) was observed. STRING-DB analysis showed a high-
confidence (0,700) and significant (p=2,2e-06) interaction network between BCL2,
BAX, BBC3, and CASP7, indicating their importance in regulating apoptosis in DS.
Conclusion: It is suggested that miR-942-5p regulates /[KBKB independently of trisomy
21 and regulates BCL2 only in disomic fibroblasts. The findings from the others
transfection assays are not consistent with the expected function of the miRNAs. The
discrepancy between mRNA and protein levels of IKBKB and BCL2 indicates the
complexity of post-transcriptional regulation. In brain samples, the differential
expression of the genes BCL2, BBC3, CASP7, and BAX in DS across different age
groups suggests an imbalance in apoptotic pathway regulation in DS. The increased
expression of BCL?2 in the ventrolateral frontal cortex suggests a potential importance of
this gene expression in specific brain areas of DS individuals, possibly contributing to
cellular survival and protection against neurodegeneration.

Keywords: Trisomy 21; Gene expression regulation; microRNAs; Apoptosis;

Computational Biology.
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1. INTRODUCAO
1.1 Sindrome de Down

A sindrome de Down (SD), uma das condi¢des genéticas mais comuns, com
incidéncia de aproximadamente um a cada 1.000 nativivos " teve sua descrigo inicial
em 1866, pelo médico britdnico John Langdon Down. A origem cromossdomica da
sindrome foi descoberta de maneira independente, em 1959, pelo francés Jérome
Lejeune e pela inglesa Pat Jacobs e ¢ caracterizada pela trissomia do cromossomo 21
(T21).?

A T21 ocorre, em cerca de 95% dos casos, como resultado da nao disjungao
cromossomica durante a gametogénese, principalmente na meiose materna. O
mosaicismo, caracterizado pela presenca de células trissdmicas e dissomicas em um
mesmo individuo, ¢ a translocacdo Robertsoniana entre o cromossomo 21 e outros
cromossomos acrocéntricos, em especial o 14, sdo as alteragdes menos frequentes, com
ocorréncia aproximada de 1 a 4%, respectivamente.”’

As pessoas com T21 apresentam discapacidade intelectual que dificulta a
aquisicdo das habilidades cognitivas tais como: coordenacdo motora, linguagem,
compreensio e memoria.®® Além disso, essa anormalidade cromossomica favorece aos
acometidos uma variedade de problemas de satde, das quais os mais comuns sao
deficiéncia auditiva (84%), deméncia (68-80%), dificuldades de sono (65%), problemas
visuais (56.8%), disfagia (55%), hipotireoidismo (50%), doenga cardiaca congénita
(44%) e infecgdo do trato respiratorio (34-40%),(7) o que diminui a expectativa de vida
das pessoas com a trissomia.® Entretanto, ressalta-se que, atualmente, a promog¢ado a

saude tem aumentado a expectativa de vida dessa populacao para, em média, 60 anos."”



Em geral, também se observa na T21 maior prevaléncia de transtornos
neuropsiquicos como depressao, transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade
(TDAH), autismo, transtorno bipolar e esquizofrenia.(lo) Destaca-se ainda a alta
prevaléncia de deméncia, uma forma variante da doenca de Alzheimer (DA) de inicio
precoce, reportada em individuos com 40-49 anos de idade.!"1¥

Outro aspecto relevante, ¢ que individuos com T21 apresentam uma marcante
desregulacio imunolégica com maior propensdo a processos inflamatérios.'*'> Essa
condicdo impacta os sistemas imune inato e adaptativo, resultando em aumento de risco
a infecgdes e de manifestagdes autoinflamatorias.'> A inflamagio sistémica acentuada é
uma caracteristica peculiar da SD, podendo agravar a resposta neuroinflamatéria.'®
Neste processo, células do sistema imune e endoteliais produzem mediadores
inflamatorios, como citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigé€nio. Esses
mediadores participam do recrutamento de células imunes, agem em lesdes teciduais,
edemas e em processos de morte celular no cérebro e na medula espinhal. Além disso, a
inflamacao sist€émica pode levar a infiltracdo de células imunes periféricas (mondcitos,
macrofagos e linfocitos T), ativacao e proliferacao de microglias e astrdcitos e apoptose
das células nervosas.!” Criancas com T21 exibem niveis significativamente elevados
de IL-1pB, associados a diversas complicagdes de satide, como doenga inflamatéria
intestinal e desordens metabolicas.'” O aumento na expressdo e regulacio de IL-1pB
também leva a formagdo de placas senis por meio da deposicio de AP.*'” As
alteragdes do sistema imune em associagdo com o aumento da susceptibilidade a
apoptose, as alteragdes epigenéticas € a expressao aumentada de genes supressores de
tumor, presentes no cromossomo 21, podem contribuir para a protecdo do

: 1 5 (2021
desenvolvimento de tumores sélidos nessa populagio.***"



As manifestacoes clinicas observadas na T21 tém sido associadas com a
presenca do cromossomo 21 extra. O estudo recente de Edie et. al demonstrou uma
associacdo entre o fendtipo fisico da T21 e os efeitos da triplicagdo dos genes do
cromossomo 21. Utilizando zebrafish como organismo modelo, eles demonstraram que
a T21 resultou em uma grande variedade de defeitos no desenvolvimento, o que incluiu
dismorfismo craniofacial, defeitos congénitos no coragdo e redugdo do tamanho do
cérebro.*” Um outro estudo, de Aivazidis e colaboradores, encontrou que a expressio
em triplicata do cromossomo 21 pode levar a problemas na homeostase do organismo, o
que contribui para as manifestagdes patologicas nos individuos com T21.%

Uma meta-andlise sobre genes diferencialmente expressos, realizada em
individuos com T21 e controles, a partir de dados de microarray e sequenciamento de
RNA (RNA-seq) publicados no Gene Expression Omnibus, mostrou que mais de 60%
dos genes presentes no cromossomo 21 apresentam expressdo aumentada, enquanto
nenhum gene apresentou expressdo diminuida com significancia estatistica.**

Considerando a presenca de um cromossomo 21 extra no genoma, espera-se
50% a mais da composi¢do genética desse cromossomo nos individuos com T21,
entretanto, nem sempre 0s genes presentes nesse cromossomo apresentam equivalente
aumento de expressdo. Variagdes na expressao génica na SD podem levar a um
desbalanco da dosagem génica, dos quais alguns genes mostram-se mais expressos,
alguns apresentam compensagao na expressao € outros sao altamente variaveis entre as
pessoas com T21. Essa expressao génica diferencial pode contribuir para as alteragdes
fenotipicas/clinicas observadas nessa populacdo. Portanto, embora exista um aumento
na expressdo dos genes do cromossomo 21, o impacto de cada gene ao longo do

genoma pode variar.*



Alguns estudos, incluindo os do nosso grupo de pesquisa tém identificado
expressao diferencial de genes nao localizados no cromossomo 21 na SD em relagao a
grupo controle sem a sindrome, confirmando a hipotese de que a T21 pode afetar a
regulacdo génica de todo o genoma.?**” Apés utilizar array de baixa densidade, foi
possivel identificar, em células mononucleadas de sangue periférico (PMBC) de
criancas com SD a expressdo diferencial de 36 genes, todos localizados em
cromossomos dissomicos, sendo que 20 destes apresentaram expressao reduzida (BCL2,
CCL3, CCR7, CD19, CD28, CD40, CD40LG, CDS80, EDNI, IKBKB, IL6, NOS2, SKI,
LTA4H, BDKRBI, ADRB2, ITGAM, TNFRSF1B, ITGB ¢ TBXASI) enquanto 16 foram
identificados com a expressdo elevada (BCL2LI, CCR2, CCR5, IL10, PLA2G2D,
CACNAID, ALOXI12, VCAMI, ICAMI, PLCDI, ADRBI, HTR3A, PDE4C, CASPI,
PLA2G5 ¢ PLCB4).*%*7

A regulacdo da expressdo génica ocorre em nivel transcricional e pds-
transcricional.*® A regulacio transcricional engloba os processos de remodelamento da
cromatina, modificagdes epigenéticas e ligacdo de fatores de transcricdo, os quais sao
proteinas que irdo atuar na regulagdo génica por meio da ligacdo especifica em
sequéncias do DNA.Y A regulacio pos-transcricional acontece apos a sintese do RNA
mensageiro (RNAm) e pode ocorrer por meio de mecanismos como o splicing,*” a
edicdo do RNA,*® e silenciamento génico mediado por microRNAs (miRNAs).C”

Os miRNAs s3ao pequenas moléculas de RNA ndo codificante, em geral
contendo 21 a 25 nucleotideos, que atuam como potentes reguladores da expressao
génica por meio de sua ligacdo aos RNAm no citoplasma das células, que leva a
degradacdo destes ou repressdo da tradugdo proteica, a depender do grau de

complementaridade entre miRNA ¢ RNAm.®? Sdo conservados evolutivamente, ou



seja, a maioria dos vertebrados compartilham os mesmos miRNAs e seus alvos podem
ser um ou mais RNAm.®?

A biogénese dessas moléculas pode acontecer por ao menos trés vias
principais,”” porém a mais comum ¢é conhecida como via canénica. No niicleo celular, a
enzima RNA polimerase II (pol II) produz um longo transcrito inicial, chamado de
miRNA primario (pri-miRNA). Por meio da poliadenila¢do da regido 3 e da inser¢ao
de um nucleotideo modificado na regido 5°, chamado de 5 CAP, esses transcritos ficam
protegidos da acdo de ribonucleases e formam uma estrutura secundaria estdvel em
forma de grampo (hairpin).C'>? Os pri-miRNAs sdo entdo clivados pelo complexo
microprocessador formado pela enzima do tipo ribonuclease III Drosha e seu cofator, a
proteina de ligagdo de RNA DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGRCS), gerando
as moléculas precursoras de miRNAs (pre-miRNAs).*

Em seguida, os pre-miRNAs sdo transportados, pela ac¢do das proteinas
exportina-5 ¢ Ran-GTP, do nucleo para o citoplasma, onde serdo processados pela
enzima Dicer, a qual cliva o pre-miRNA gerando um miRNA de fita dupla.(33’34) 0]
miRNA duplex se associa ao chamado complexo silenciador induzido por RNA (RISC),
o qual ¢ formado por proteinas argonautas e chaperonas moleculares.®? A proteina
AGO2 ¢ o componente do complexo RISC responsavel por separar o duplex e, dessa
forma, uma das fitas, chamada de fita passageira, ¢ degradada enquanto a outra fita (fita
guia), correspondente a0 miRNA maduro, ird permanecer incorporada ao complexo
RISC (miRISC), conforme ilustrado na Figura 1.%****% O miRISC iré atuar como uma
sonda procurando sequéncias complementares nos RNAm alvos, afim de interagir e

reprimir a sintese proteica, seja por meio da repressdo da traducdo quanto pela

desestabilizacdo do mRNA %3
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Figura 1. Biogénese dos miRNAs

Fonte: Jorge et al.”

Os miRNAs sdo cruciais para o controle da expressdo de genes durante
processos apoptoticos e inflamatérios, desempenhando um papel significativo em
disturbios associados a SD. Estas pequenas moléculas de RNA ao afetar a expressdo
génica podem controlar a apoptose, inibindo ou promovendo a morte celular (37).

Exemplos cléssicos desse controle sdo observados em células cancerigenas. Em
células primarias de mieloma multiplo, a expressdo aumentada do miR-637 pode ativar
a via apoptotica ao se ligar com seu gene-alvo NUPRI (Proteina Nuclear 1) e suprimir a
proliferagio celular.®® Em células de cincer de mama, que apresentam expressdo

reduzida do miR-148a e expressdao aumentada do gene BCL2 (Linfoma de C¢lulas B2),

: Jorge AL, Pereira ER, Oliveira CS, Ferreira ES, Menon ETN, Diniz SN, et al. MicroRNAs:
understanding their role in gene expression and cancer. einstein (Sdo Paulo) 2021;19:1-7. DOI:
10.31744/einstein_journal/2021RB5996.



o qual possui um importante papel anti-apoptdtico, o reestabelecimento da expressao
do miR-148a, em cultivo celular, diminuiu expressdao de BCL2, e resultou em redugao

da proliferacdo celular e aumento da apoptose.*”

Por outro lado, Li et al. Y

analisaram a relacao entre o microRNA miR-378,
sobrevivéncia celular e apoptose em midcitos. Seus resultados sugeriram que a
expressdo aumentada de miR-378 em midcitos suprimiu a expressdo tanto de CASP9,
uma das caspases iniciadoras da cascata intrinseca de apoptose, resultando no aumento
do limiar de ativacdo da via intrinseca de apoptose aumentasse, e da proteina PFK1
(Fosfofrutoquinase 1), principal ponto de regulacdo da glicélise, o que promoveu a
eliminagdo de mitocondrias disfuncionais ou danificadas por meio de autofagia

Em relacdo a atuacdo dos microRNAs na processos inflamatdrios, o miR-10a
desempenha um papel crucial no controle da inflamacdo em rins diabéticos, uma vez
que funciona como regulador negativo do gene NLRP3 (Proteina 3 que contém o
dominio de pirina da familia NLR), diminuindo a ativacao do inflamassoma NLRP3 , o
qual é responsavel pela liberagdo de citocinas pro-inflamatorias.’*” Também foi
demonstrado, em ratos com acidente vascular cerebral isquémico, que o miR-146a-5p
possui efeito neuroprotetor, visto que inibe a ativagdo de NF-kB (fator nuclear kappa
B), mediada pela via de sinalizacdo IRAK1/TRAF6, o que contribui para a redugdo da
neuroinflamacio.*? A familia de fatores de transcri¢io do fator nuclear-kappa B (NF-
kB) possui um papel fundamental no contexto das respostas imune e inflamatérias, uma
vez que os genes dessa familia codificam proteinas citocinas, quimiocinas ¢ moléculas
de adesdo.*” O miR-130a possui intensa capacidade pré-inflamatéria, na medida em
que o aumento de sua expressdo promove o aumento dos niveis de fatores de inflamagao

como TNF-a, IL-1f, IL-6 e IL-18, além de reduzir a expressdo de PPARYy (proliferador



de peroxissoma tipo gama) e elevar a expressao de NF-kB.“? A via de sinalizacdo
inflamatéria de NF-kB também pode ser estimulada pelo miR-210-3p, que se liga e
silencia a expressao do Supressor de Sinalizagdo de Citocinas 1 (SOCS1), regulador
negativo da via NF-kB.“®

Recentemente, os miRNAs sdo alvos de estudo na SD, devido ao
47

reconhecimento do potencial terapéutico dessas moléculas. Morsiani et al.

identificaram miRNAs circulantes na corrente sanguinea em individuos com SD com 31
* 2 anos em comparacao aos individuos SD com 66 * 2 anos de idade. De acordo com
este estudo, a presenca dos miRNAs miR-628-5p, miR-152-3p, miR-28-5p e let-7d-5p
nessa populacdo representa assinatura biologica para deteccdo do envelhecimento
precoce, antes dos 50 anos. Expressdo diferencial de miRNAs no Sistema Nervoso
Central (SNC) de individuos com T21 também pode ser encontrada, como mostra
estudo de Pérez-Villareal et al.,*® que observaram a expressdo aumentada do miR-let-
7¢ bem como uma relagdo inversa entre a expressdo do miR-155 e niveis de colesterol
HDL, o que pode ter um papel crucial na homeostase de moléculas relacionadas a
fun¢do cognitiva e ao desenvolvimento precoce da DA, uma vez que a dislipidemia tem
sido associada ao comprometimento cognitivo™.

Os miRNAs também podem apresentar diferengas na expressdo entre suas
formas pré e pés transcricionais, como demonstrado no estudo de Vizitiu er al.°” Apos
coleta de fluido amniodtico e confirmagdo da T21, foi avaliado, por PCR em tempo real
quantitativo (PCRq), os niveis de expressdo das formas madura e dos precursores pri-
miRNA de miRNAs presentes no cromossomo 21. Essa analise mostrou que o miR-99a

maduro apresentou expressao elevada enquanto a sua forma precursora pri-miR-99a se

manteve inalterada. Esses autores também demonstraram na SD uma associagdo entre o
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aumento da expressdo da forma madura de miR-99a com a presenga de defeitos
cardiacos fetais .C"

Nosso grupo de pesquisa identificou em criangas com T21 expressao alterada de
miRNAs, que tém como alvos genes envolvidos em disfuncdes imunologicas®". Nesse
estudo o perfil de expressdao de miRNAs foi investigado em PMBC de seis criangas com
T21 e seis criangas controles por meio de PCRq em placas de array. Dentre 754
miRNAs analisados, foram encontrados quatro miRNAs (miR-378a-3p, miR-130b-5p,
miR-942-5p e miR-424-3p) com expressdo aumentada e dois miRNAs com expressdo
reduzida (miR-452-5p e miR-668-3p) nas criancas com T21. Esses miRNAs tém como
alvos genes da familia dos receptores Toll-Like e integrantes da via de sinaliza¢do do
fator de crescimento P, entre outros, o que sugere que a expressdo alterada desses
miRNAs favorece o quadro de disfungdes inflamatorias e imunoldgicas presente em

individuos com T21.6V

No presente trabalho, os genes IKBKB, envolvido na resposta imune*”, e o

BCL2, que tem funcdo anti-apoptotica®®”

com importancia na sobrevivéncia celular,
foram investigados, pois apresentaram expressao diminuida em trabalho prévio do

nosso grupo de pesquisa. Além disso, os microRNAs miR-942-5p e miR-378a-3p, que

apresentaram interacao in silico com esses genes, também foram avaliados in vitro.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo de genes e proteinas, envolvidos em processos inflamatorios
e apoptoticos, em tecidos trissomicos para o cromossomo 21 e comparar com tecidos

euploides, por meio de ensaios funcionais com miRNAs.
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1.2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar in vitro a regulacao de IKBKB e BCL2 pelos microRNAs miR-942-5p
e miR-378a-3p em fibroblastos dissdmicos e trissdmicos para o cromossomo 21;

2. Analisar in silico o padrao de expressao dos genes apoptdticos BCL2, BAX,
BBC3 e CASP7 em amostras de cérebro pds-morte de individuos com SD, por meio de

ferramentas de bioinformatica.
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2. CASUISTICA E METODO
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2. CASUISTICA E METODO

2.1 Cultura dos fibroblastos dissdmicos e trissomicos

Fibroblastos trissomicos e dissomicos foram provenientes de linhagens priméarias
de amostras de liquido amnidtico (idade gestacional: - semanas e — semanas,
respectivamente). Para o cultivo dos fibroblastos dissémicos e trissomicos, foi
adicionado meio de crescimento DMEM completo (Dulbecco's Modified Eagle media),
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de antibidtico e 1% de antimicético em
garrafas de 75 cm2. A cada trés dias, ou com maior frequéncia, dependendo do
crescimento celular, o meio de cultura das garrafas, que estavam mantidas a 37°C e 5%
de CO2 foi substituido. A contagem das células em cultura foi feita diariamente em
microscopio invertido e os testes de transfec¢dao foram realizados sempre que as células

atingiram 70% de confluéncia ou a concentragdo necesséria (1 x 10° por pogo).

2.2 Ensaios de Transfeccio

A técnica de transfeccdo indireta foi utilizada para transfectar os miRNAs hsa-
miR-942-5p e hsa-miR-378a-3p. Para estes ensaios, foram utilizados miRNAs
miméticos, para aumentar a expressao dos miRNAs, e miRNAs inibidores que
diminuem a expressao dos miRNAs, O Quadro 1 apresenta os miRNAs utilizados nos
ensaios:

Quadro 1. Dados dos miRNAs miméticos e inibidores, utilizados nos ensaios de

transfeccao.

MiRNA Codigo Empresa
miR-942-5p mimic 4464084 Ambion-Thermoscientific
miR-378a-3p mimic 4464066 Ambion-Thermoscientific
Controle negativo mimic 4464078 Ambion-Thermoscientific
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Controle positivo miR-1 mimic 4464064 Ambion-Thermoscientific
miR-942-5p inibidor 4464084 Ambion-Thermoscientific
miR-378a-3p inibidor 4464084 Ambion-Thermoscientific
Controle negativo inibidor 4464076 Ambion-Thermoscientific
Controle positivo miR-1 inibidor 4464081 Ambion-Thermoscientific

As solugdes stock dos miRNAs mimics e do controle negativo mimic foram
diluidas em 164 uL de 4gua, fornecida pelo kit, na concentragdo final de 30 pmol/uL. As
solucdes stock dos miRNAs inibidores e do controle negativo inibidor foram
ressuspendidas em 164 ul. de agua, fornecida pelo kit, na concentracdo final de 20
pmol/ul. Apo6s a diluicdo, um teste de concentragdo dos miRNAs miméticos e
inibidores foi realizado em cultura de fibroblastos, com os controles positivos miR-1
mimic ¢ inibidor, nas concentragdes de 6, 12 e 24 pmol por cada amostra transfectada. A
concentracao de 12 pmol foi selecionada para os ensaios.

No dia anterior a transfeccdo, as células foram semeadas para obtencdo de
adesdo aos pocos da placa. Cerca de 0,5 a 2*10° células foram distribuidas por pogo, a
fim de se obter uma confluéncia de 60-80% no momento da transfeccao. O meio de
cultura utilizado foi o DMEM (600 ulL/poco), suplementado com soro fetal bovino
(SFB) 10%, sem antibiotico/antimicético. As placas foram incubadas a 37°C, com CO,
5%, por 24 horas. Ap0s este periodo, o meio de cultura foi descartado e as células foram
diluidas em 496 uL de meio DMEM, suplementado com SFB 10%.

Para realizar a transfec¢ao foi preparada uma solugdo contendo meio Optimen
(200uL), miRNA mimic/inibidor (2uM) e lipofectamina (2ulL), que foi mantida em
repouso por 15 minutos. Apos, foram distribuidos 104 uL dessa solucdo em seus

respectivos pogos da placa de cultura, que foi incubada a 37°C, com 5% de CO, por 48
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horas. Apds esse periodo, as células foram tripsinizadas e transferidas com meio
DMEM para tubos de 1,5 mL para posterior extracao de RNA e proteinas.
Todas as andlises funcionais dos miRNAs em fibroblastos dissomicos e

trissomicos foram realizadas em triplicatas técnicas e bioldgicas, conforme Figura 2.

378a-3p

378a-3p) (378a-3p

OOE
000
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Figura 2. Desenho da placa para cultivo dos fibroblastos apds a transfec¢ao. Contendo
controle negativo (CN), controle positivo (CP), mimic/inibidor miR-378a-3p e

miR-942.

2.3 Extracdo de RNA e Proteinas

O tubo contendo as células foi centrifugado a 450 rcf por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as células foram incubadas, por 5 minutos em 250 pL de
Trizol Reagent (Ambion). Em seguida, adicionou-se 50 uL de cloroférmio e, ap6s rapida
agitacdo e incubacdo por 5 minutos, o tubo foi centrifugado a 12000 rcf por 15 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi, entdo, transferido para um novo tubo para continuidade da
extragdo de RNA, enquanto o pellet foi armazenado para posterior extracdo de
proteinas.

Para a extragdo de RNA, foram adicionados ao sobrenadante 250 puL de
isopropanol. Apds incubagdo, por 10 minutos a temperatura ambiente, o tubo foi
centrifugado a 12000 rcf por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e 500 uL

de etanol 75% com 4gua DEPEC foram adicionados ao pellet. Em seguida, apos breve
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agitacdo, o tubo foi centrifugado a 7500 rcf por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o RNA total, ap6s secagem em temperatura ambiente, foi ressuspendido
em 40 uL de 4gua DEPEC e incubado por 10 minutos em banho seco a 55°C para
eluicdo. As amostras de RNA foram quantificadas por meio do espectofotometro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), em comprimento de onda de 260 nm, e
armazenadas em freezer -80°C.

Para a extracdo de proteinas, foram adicionados 1,2 mL de acetona gelada ao
pellet armazenado anteriormente. Na sequéncia, o tubo foi homogeneizado, incubado a
temperatura ambiente por 30 minutos e centrifugado a 1500g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 400 pL de etanol absoluto gelado.
Ap6s centrifugagdo, por 1500 g por 1 minuto, o sobrenadante foi novamente desprezado
e o pellet de proteinas foi ressuspendido em 100 pL solucdo de Sodium dodecyl! sulfate
(SDS) 1%. As amostras de proteinas foram armazenadas em freezer -80°C para
posterior quantificacdo, que foi realizada utilizando o equipamento Multskan FC
(Thermo Scientific™), com Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific ™),

seguindo as instrug¢des do fabricante.

2.4 Quantificacdo da expressao dos genes IKBKB e BCL?2

Primeiramente foi realizada a sintese de cDNA, por meio da reacdo em cadeia da
polimerase reversa (RT-PCR), usando o kit Applied Biosystems® High-Capacity cDNA
Reverse Transcription. Para tanto, em uma reacdo de 20 pL, utilizou-se 1 pg de RNA
total, 0,8 puL desoxinucleotideos trifosfatados (25XdNTP) a 10 mM 1X, 2,0 uL de RT

random primers 10X, 2 uL. de tampao 10X, 1 uL de Multiscribe Reverse Transcriptase e
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6,2 uL de agua livre de RNAse. A reacdo foi submetida a trés temperaturas diferentes
em um termociclador: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 80°C por cinco
minutos.

A expressdo dos genes IKBKB (Inhibitor of Nuclear Factor Kappa B Kinase
Subunit Beta) e BCL2 (B-Cell Lymphoma 2) foram analisadas usando sondas TagMan
contendo fluor6foro FAM (Applied Biosystems ®). Como genes de referéncias, foram
utilizados GAPDH e RPLPO (Quadro 2). Para realizar a reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (PCRq) em tempo real foram realizadas reagdes com 10 pL de
Applied BiosystemsTM Fast Advanced Master Mix, 1 nL da sonda especifica para cada
gene, 7 uL de agua livre de RNAse e¢ 2 pL do produto da RT-PCR. Utilizando o
termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems®), reacdes de PCRq em triplicata
foram realizadas em placas de 96 pogos. A etapa de pré-amplificagdo consistiu em 2
minutos a 50°C e 20 segundos a 95°C, seguidos por 45 ciclos de um segundo a 95°C e
20 segundos a 60°C. O Quadro 2 apresenta as referéncias dos genes utilizados nos

ensaios.
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Quadro 2. Dados dos genes utilizados nos ensaios de expressao génica.

Genes Codigo do produto
IKBKB TagMan® Assay ID. Hs01559469 ml
BCL?2 TaqMan@ Assay ID. Hs00608023 m1
GAPDH TagMan® 4333764
RPLPO TagMan® 4326314

2.5 Quantificacdo da expressao proteica de IKBKB e BCL2

Para realizagdo da analise da expressdo proteica de IKBKB e BCL2 foi realizada
a técnica de Western Blotting, padronizada por meio de teste de concentracdo proteica
com anticorpo primdrio contra a proteina beta-actina, controle positivo da expressao.
Primeiramente, 30ug de proteina total foram homogeneizados em Novex Bolt LDS
Sample Buffer 1x (Novex®) e Novex Bolt Sample Reducing Agent 1X (Novex®). Apos a
homogeneizagdo, as amostras foram levadas ao termociclador por 10 minutos a 95°C,
para desnaturag@o proteica. Em seguida, as amostras foram aplicadas no Novex Bolt 4-
12% Bis-Tris Plus Gel, 10 Wells (Novex®) e submetidas a um campo elétrico em
tampao Novex Bolt MES SDS Running Buffer (Novex®) por 180 minutos a 100V e
100mA. A transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose foi realizada a
20 Volts por 7 minutos, utilizando o Novex iBlot Gel Transfer Regular Stacks
Nitrocellulose (Novex®) e o dispositivo de transferéncia iBlot (Invitrogen).

Em seguida, 50 mililitros de TBS-T 0.1% foram diluidos com 2.5% de leite
desnatado e essa solugdo foi usada para bloquear as membranas (tampao de bloqueio).
O bloqueio foi realizado com agitagdo gradual e continua por uma hora a temperatura
ambiente. A membrana foi entdo tratada com anticorpos primarios contra beta-actina em

uma concentragao de 1:5.000 por mais 5 minutos a 4°C.
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Depois desse periodo de incubagao, a membrana foi lavada por trés vezes a cada
10 minutos, com TBS-T 0,1%. Em seguida, foi incubada com anticorpo secundario
Anti-mouse 1gG, peroxidase Antibody na diluigcao de 1:50000 por 1 hora. A detecgdo das
proteinas foi realizada por meio do substrato quimioluminescente ECL Select (GE
Healthcare), por meio da exposi¢do da membrana a quimioluminescéncia no
fotodocumentador (Vilber), onde também foram realizadas as fotografias.

O volume e a concentragdo da proteina beta-actina foram ajustados apds o
resultado do teste de concentragdo de proteina, que mostrou variagdes na intensidade da
banda correspondente a proteina. A mesma metodologia usada para a medi¢ao da beta-
actina foi entdo aplicada as proteinas alvo. O Quadro 3 lista os anticorpos que foram
utilizados para identificar as proteinas de interesse usando Western blotting.

Quadro 3. Dados dos anticorpos utilizados na técnica de Western blotting.

Proteina Codigo Diluigao Empresa
IKBKB (IKK-Beta) PA5-81927 1:10.000 Invitrogen
fy?n%hg’nfgl 13-8800 1:1.000 Invitrogen
Beta-actina A1978 1:5.000 Sigma-Aldrich
Secundario Anti-Mouse 76085 1:50.000 Sigma-Aldrich
Secundario Anti-Rabbit 18772 1:50.000 Sigma-Aldrich

2.6 Analise Estatistica

Os dados de expressao dos genes IKBKB e BCL2 entre os grupos caso e controle
foram comparados utilizando a técnica comparativa de Threshold Ciclico (Ct) 2-AACt.
O equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems®) utilizado nesta investiga¢do foi
fabricado com instrugdes para deteccdo de expressao de genes ou miRNAs que indicam

que um valor de Ct de 37 deve ser usado como referéncia. Consequentemente, apenas



20

amostras que tiveram valores de Ct inferiores a 37 foram consideradas expressas. As
amostras excluidas apresentaram valores de Ct maiores que 0,5 entre réplicas técnicas,
ou valores fora do desvio padrao previsto. Valores de Ct que ndo se encontravam no
interior dos 80% da massa de dados para cada grupo foram eliminados e considerados
outliers para criar uma distribui¢do normal dos dados.

A média aritmética dos valores de Ct das réplicas técnicas para os genes de
referéncia de cada amostra e para os genes ¢ miRNAs alvos em investigacdo foi
utilizada para calcular a quantificagio relativa (RQ) utilizando o método 274", Os
dados de RQ do grupo caso sdo apresentados em relagdo ao grupo controle, onde o RQ
¢ definido como 1, uma vez que o grupo controle serviu como calibrador.?

O software utilizado para realizar a analise estatistica foi o GraphPad Prism v.9.
Foi aplicado o teste de normalidade de Anderson Darling aos valores de RQ e para as

comparagdes entre grupos controle e caso foram utilizados os testes de Wilcoxon Signed

Rank Test e teste T de Student, com 0=0,05.

2.7 Mineracao de dados
Para realizacdo da andlise de bioinformatica, primeiramente foi realizada uma
busca no site GEO DataSets com os termos “Down Syndrome” and “Gene expression

1.,.5% intitulado

analysis”, no qual foi identificado o estudo de Olmos-Serrano et a
“Longitudinal Gene Expression Analysis in Human Brain identifies biological processes
underlying neuropathology in Down Syndrome”, que é um experimento de microarray
de DNA de acesso livre cujo codigo de registro no banco de dados GEO ¢ GSE59630.
O Gene Expression Omnibus (GEO), do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), foi utilizado para obter dados brutos de expressdo génica da série GSE59630

para amostras de SD e sem a sindrome (controle). Os dados foram analisados pelo
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GEO2R. Primeiro, foram selecionados os genes da via apoptotica intrinseca (rede
NO00098, Figura 3), de acordo com o Banco de Dados de Pathway KEGG, e que haviam
sido atribuidos a se¢do Gene Entrez do banco de dados NCBI para as analises
conduzidas na pesquisa atual (Quadro 4). Foram utilizados os valores de expressao do
experimento GSE59630 que se apresentavam em escala de log2 (log fold change ou log
FC). Os genes apoptoticos selecionados com valores de log FC<-0,59 e logF C>0,59 e
valores de p<0,05 foram considerados diferencialmente expressos. Assim, considerou-
se genes de expressdo aumentada aqueles com valores de log FC> 0,59 e genes de

expressdo diminuida aqueles com valores de log FC <-0,59.
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Quadro 4. Dados dos genes apoptoticos selecionados para andlise da expressdo em

cérebros de individuos com SD.

Gene GenelID Locus Gene Name
BCL2 596 18g21.33 B-Cell lymphoma 2
BAX 581 19q13.33 BCL2  associated X, apoptosis
regulator
BBC3 27113 19q13.32 BCL2 binding componente 3
CASP7 840 10g25.3  Caspase 7

Fonte: National Center for Biotechnology Information’

O experimento de microarray selecionado para o presente estudo incluiu dados
de expressao génica de mais de 17.500 sondas de 58 amostras de cérebro post-mortem
de individuos com SD (33 do sexo masculino e 25 do sexo feminino) e 58 amostras
controles euploides (33 do sexo masculino e 25 do sexo feminino), conforme declarado
no material submetido ao banco de dados GEO. Essas amostras foram classificadas por
idade, sexo e pelas seguintes areas do cérebro: cortex cerebelar (CBC), cortex pré-
frontal dorsolateral (DFC), hipocampo (HIP), cortex parietal inferior (IPC), cortex
temporal inferior (ITC), cortex pré-frontal medial (MFC), cortex pré-frontal orbital
(OFC), coértex somatossensorial primdrio (S1C), cortex visual primério (V1C), cortex

temporal superior (STC) e cortex pré-frontal ventrolateral (VFC).

2.8 Analise pelo String-db

Para criar uma rede de intera¢do proteina-proteina (PPI) contendo os genes
apoptoticos selecionados, foi utilizada a plataforma de acesso livre STRING?, um
algoritmo de integragdo de rede de associacdo multipla em tempo real para prever a

fungdo dos genes que utiliza uma vasta quantidade de dados de associagao funcional.®¥

" National Center for Biotechnology Information [Internet]. National Library of Medicine; 2024 [acesso
em 31 mar. 2023]. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
* STRING [Internet]. Search; 2024 [acesso em 30 mar. 2023]. Disponivel em: https://string-db.org/
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2.9 Analise pelo Metascape

A andlise analitica on-line usada para enriquecimento funcional, ou seja, analise
de conexdao de enriquecimento entre os genes (interactoma) e de anotacdo de genes
especificos®™ foi realizada utilizando a ferramenta Metascape, da base de dados

OMICS®.

¥ Metascape [Internet]. A Gene Annotation & Analysis Resource; 2024 [acesso em 15 abr. 2023].
Disponivel em: https://metascape.org/gp/index.html#/main/step 1



25

3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS
3.1 Analise da expressio génica relativa

A expressdo relativa do gene IKBKB em fibroblastos dissomicos, apds a
transfecgdo com o miR-942-5p mimic, mostrou-se reduzida em comparacdo aos
fibroblastos dissdémicos transfectados com o controle negativo (RQ=0,49). Por outro
lado, a transfec¢do das células dissomicas com miR-942-5p inibidor, aumentou a
expressao relativa do gene /IKBKB (RQ=1,68) em relacdo ao controle negativo. O
mesmo foi observado nos fibroblastos trissomicos; apos a transfeccdo com o miR-942-
Sp mimic, o gene IKBKB apresentou expressao relativa diminuida (RQ=0,65) em
relagdo ao controle negativo, enquanto sua expressao aumentou apos a transfeccdo com
o inibidor miR-942-5p (RQ=1,44), conforme pode ser observado no Quadro 5 e na
Figura 4.

Quadro 5. Valores de RQ médio da expressdo relativa de IKBKB em fibroblastos

dissdmicos e trissomicos, transfectados com miR-942-5p mimic e inibidor

942-5p.
IKBKB
Fibroblastos Dissomicos Fibroblastos Trissomicos
942-5p mimic 0,49* 0,65*
inibidor 942-5p 1,68* 1,44%*

*valores de p significante
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Figura 4. a) Expressdao do gene /[KBKB em fibroblastos dissomicos, transfectados com
miR-942-5p mimic; b) Expressio do gene I[KBKB em fibroblastos
dissomicos, transfectados com inibidor miR-942-5p; c¢) Expressao do gene
IKBKB em fibroblastos trissdmicos, transfectados com miR-942-5p mimic;
d) Expressao do gene /KBKB em fibroblastos trissomicos, transfectados com
inibidor miR-942-5p.

Para o gene BCL2, os experimentos de transfec¢ao foram realizados com os
mimics ¢ inibidores dos miRNAs miR-378a-3p e miR-942-5p. Em fibroblastos
dissémicos, o gene BCL?2 apresentou expressao reduzida quando comparado ao controle
negativo (RQ=0,75) apos transfec¢ao com o miR-942-5p mimic e expressao aumentada
apos transfeccdo com o inibidor miR-942-5p (RQ=1,53). Em fibroblastos trissomicos a
as transfeccoes com o mimic € com o inibidor miR-942-5p resultaram em expressao

reduzida do gene BCL2 (RQ=0,36 ¢ RQ=0,07, respectivamente), conforme mostram o

Quadro 6 e a Figura 5.



28

Quadro 6. Valores de RQ médio da expressdo relativa de BCL2 em fibroblastos

dissdmicos e trissdmicos, transfectados com miR-942-5p mimic e inibidor

942-5p.
BCL2
Fibroblastos Disso6micos Fibroblastos Trissomicos
942-5p mimic 0,75* 0,36*
inibidor 942-5p 1,53* 0,07*
*valores de p significante
a) b)
1.5+ 2.5+
#=
‘12-1j _*_ % 2.0
% 1.0 'FE; 1.5 . Fibroblastos dissémicos - Controle negative
z L
u? 0.5 E 1.0 Fibroblastos dissomicos - Transfectados
) g
19 ¥ 0.5
e 0.0-
mimic miR-942-5p (}; R
i
o
&
&
&
K
&
) d)
1.5 1.5
o )
5 1.0 § 1.0
o (5] . Fibroblastos trissémicos - Controle negativo
= o
o o B o=
W 0.5 i W .5+ | Fibroblastos trissémicos - Transfectados
o —— c, L -
o o .
0.0- T 0.0
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Figura 5. a) Expressdo do gene BCL2 em fibroblastos dissomicos, transfectados com
miR-942-5p mimic; b) Expressdao do gene BCL2 em fibroblastos dissomicos,
transfectados com inibidor miR-942-5p; ¢) Expressao do gene BCL2 em
fibroblastos trissomicos, transfectados com miR-942-5p mimic; d) Expressao

do gene BCL2 em fibroblastos trissomicos, transfectados com inibidor miR-

942-5p.
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Em fibroblastos dissomicos, transfectados com o miR-378a-3p mimic, a

expressao relativa do gene BCL2 aumentou (RQ=2,33), mas ndo apresentou diferenca

estatistica significante em relagdo ao controle negativo (p=0,09). A transfeccdo com o

inibidor miR-378a-3p, aumentou a expressdao do gene BCL2 em fibroblastos dissémicos

(RQ=1,69). Em fibroblastos trissdmicos as transfecgdes com o miR-378a-3p mimic e

com o inibidor miR-378a-3p resultaram em expressdo reduzida do gene BCL2

(RQ=0,34; RQ=0,21, respectivamente).

Quadro 7. Valores de RQ médio da expressdao relativa de BCL2 em fibroblastos

dissdmicos e trissomicos, transfectados com miR-378a-3p mimic e inibidor

378a-3p
BCL2
Fibroblastos Dissomicos  Fibroblastos Trissomicos
mimic 378a-3p 2,33 0,34 *
inibidor 378a-3p 1,69 * 0,21 *

*valores de p significante
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Figura 6. a) Expressdo do gene BCL2 em fibroblastos dissdmicos, transfectados com
miR-378a-3p mimic; b) Expressio do gene BCL2 em fibroblastos,
dissomicos transfectados com inibidor miR-378a-3p; c) Expressao do gene
BCL2, em fibroblastos trissdmicos transfectados com miR-378a-3p mimic;
d) Expressdo do gene BCL2 em fibroblastos trissdmicos, transfectados com

inibidor miR-378a-3p.
3.2 Analise da expressao proteica

A andlise proteica, por Western Blotting, em fibroblastos dissomicos e
trissdmicos, transfectados com o miR-942-5p mimic, mostrou que nao houve alteragao
da expressdao de IKBKB nessas células em relagdo ao controle negativo, como pode ser
observado na Figura 7. Entretanto, foi observado que o nivel de expressdo proteica de
IKBKB, apos transfeccdo com o inibidor de mir-942-5p apresentou-se maior em
fibroblastos dissdmicos comparado ao controle negativo e, relativamente menor em

fibroblastos trissomicos em relagao ao controle negativo. (Figura 8)
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1= Controle negativo Dissdmico

IKBKB 87 kb

2=miR-942-5p dissdmico

- - - 40 kb 3= Controle negativo trissémico

4= miR-942-5p trissémico

Beta-actina

Figura 7. Analise da expressao proteica de IKBKB em fibroblastos transfectados com

miR-942-5p mimic.

1= Controle negativo Dissdmico

87 kb 2=miR-942-5p dissdmica

IKBKB F“r E
: i (P

Beta-acting | S S

40 kb 3= Controle negativo trissdmico

4= miR-942-5p trissdmico

Figura 8. Analise da expressdo proteica de IKBKB em fibroblastos transfectados com

inibidor de miR-942-5p.

A expressdo proteica de BCL2 em fibroblastos dissomicos e trissomicos,
transfectados com miR-378a-3p e miR-942-5p mimics, ndo alterou em comparagdo aos

controles negativos. (Figuras 9 e 10)

CM mir-378a-3p mir-542-5p

BCL2
Beta-actina

27 kb

Figura 9. Andlise da expressao proteica de BCL2 em fibroblastos dissomicos

transfectados com miR-378a-3p e miR-942-5p mimics.
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CN mir-378a-3p mir-842-5p

BCL2 27 kb
Beta-actina 40 kb

Figura 10. Andlise da expressdo proteica de BCL2 em fibroblastos trissomicos

transfectados com miR-378a-3p mimic € miR-942-5p mimic.

A transfeccdo com o inibidor de miR-378a-3p aumentou a expressao de BCL2
tanto nos fibroblastos dissomicos quanto nos trissomicos, enquanto com o inibidor de
miR-942-5p ndo resultou em alteracdo de expressdo em ambos os tipos celulares.

(Figuras 11 e 12)

CM mir-378a-3p mir-942-5p

Beta-acting | s s | 40 kb

Figura 11. Andlise da expressdo proteica de BCL2 em fibroblastos dissomicos

transfectados com inibidores de miR-378a-3p e miR-942-5p.

CN mir-378a-3p mir-942-5p

BCL2 |www eSS | 7 ||
Beta-acting [ s s 40 kb

Figura 12. Andlise da expressdo proteica de BCL2 em fibroblastos trissomicos

transfectados com inibidores de miR-378a-3p e miR-942-5p.
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3.3 Analise de Bioinformatica

Quatro genes (BCL2, BAX, BBC3 e CASP7) apresentaram valores
estatisticamente significante de log FC, compativel com os critérios de expressao
diferencial utilizados no presente trabalho, nas amostras de cérebro SD em relacao aos
controles, em pelo menos uma das faixas etarias. O gene BCL2 mostrou aumento
significativo de expressdo no periodo pré-natal (16-22 semanas de gestacdo)
(logFC=1,16) e nas faixas etarias de 13-22 anos (logFC=0,71) e 30-39 anos
(logFC=0,93). Aumento significante de expressdo também foi observado no periodo
pré-natal (logFC=0,65) e no intervalo de idade entre 40-42 anos (logFC=0,67) para o
gene BB(C3 e nas faixas etarias de 13-22 anos (logFC=0,66) e 40-42 anos (logFC=0,77)
para o gene CASP7. Por outro lado, expressdo significativamente diminuida foi
observada para o gene BAX no intervalo de idade entre 30-39 anos (logFC=-1,10)
(Quadro 8).

Quadro 8. Valores de log FC para os quatro genes apoptodticos diferencialmente

expressos em diferentes faixas etdrias no cérebro de individuos com SD.

Gene 16-22SG  0-12 M 2-10 A 13-22 A 30-39A 4042 A
BCL2 1,16* 0,57 0,16 0,71%* 0,93* 0,10
BAX -0,33 -0,19 -0,35 -0,15 -1,10* -0,10
BBC3 0,65* 0,31 0,25 0,43 0,58 0,67*
CASP7 0,45 -0,13 0,44 0,66* 0,50 0,77*

* logFC[>0,59 e p valor < 0,05; SG: semanas de gestagdo; M: meses; A: anos.

Embora os valores de p mostraram-se significantes na analise por faixas etéarias
(p<0,05), nenhum dos quatro genes apresentaram-se diferencialmente expressos nas
amostras SD de cérebro total sem divisdo por faixa etdria, segundo o critério de corte
que foi utilizado no presente estudo (Quadro 9).

Em relacdo a andlise de expressdo em diferentes estruturas anatdmicas do
cérebro apenas o gene BCL2 apresentou expressao significativamente aumentada em

VFC (logFC=0,74) (Quadro 9).
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Quadro 9. Valores de log FC da expressdo de quatro genes apoptdticos em multiplas

estruturas cerebrais de individuos com SD.

Gene Gene Cérebro HIP CBC DFC OFC Vi1C VFC ITC
ID total

BCL2 596 0,58 0,91 0,58 052 040 025 0,74* 0,62

BAX 581 -0,34 -0,48 -048 -041 -033 -0,20 -0,48 -0,52
BBC3 27113 0,40 0,47 0,23 0,55 0,33 0,48 0,44 0,51
CASP7 840 0,26 0,42 0,22 0,60 0,31 0,18 0,45 0,41
** |logFC[>0,59 e p valor < 0,05; CBC: Cortex cerebelar; DFC: Cortex pré-frontal dorsolateral; HIP:
Hipocampo; IPC: Cortex parietal inferior; ITC: Cortex temporal inferior; MFC: Cortex pré-frontal
medial; OFC: Cortex pré-frontal orbital; S1C: Cortex somatossensorial primario; V1C: Cortex visual
primario; STC: Cortex temporal superior; VFC: Cortex pré-frontal ventrolateral.

Para analisar as interagdes proteicas entre 0os genes que apresentaram expressao
diferencial em pelo menos uma faixa etaria, utilizou-se o banco de dados String. A
analise de interagdes proteicas revelou uma rede fundamental de proteinas envolvidas
em processos biologicos essenciais. A Figura 13 ilustra a interconexdo das quatro
proteinas-chave: BCL2, BAX, BBC3 e CASP7. Cada nd representa uma proteina,
enquanto as arestas indicam suas interagdes. Essas interagdes sao fundamentais para

entender os mecanismos moleculares subjacentes a eventos biologicos cruciais.

Figura 13. Rede de interacao proteica gerada pelo website String-db.
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A andlise revelou quatro nés na rede, representando as quatro proteinas de interesse,
e quatro arestas, indicando as interacdes entre elas. O escore minimo de interagdo
requerido foi de 0,700 (alta confianca) e o valor de p para enriquecimento da interacao
proteina-proteina (PPI) foi extraordinariamente baixo, com um valor de 2,2e-06,
destacando a importancia bioldgica dessas interagdes.

A Figura 14 apresenta o grafico resultante na analise pelo Metascape, destacando os
principais processos bioldgicos enriquecidos relacionados a rede de interagdes entre as
proteinas BCL2, BAX, BBC3 e CASP7. Esses processos fornecem insights valiosos
sobre os eventos celulares e moleculares que podem ser afetados por essa rede. As redes
de termos enriquecidos sdo mostradas na Figura 15 e s@o coloridas por ID de cluster.

No6s com o mesmo ID de cluster geralmente sdo adjacentes uns aos outros.

— WP4864: Host-pathogen interaction of human coronaviruses - apoptosis

| WP1742: TP53 network
| WP2507: Nanomaterial induced apoptasis
| WP4396: Nonalcoholic fatty liver disease

-log10(P)

Figura 14. Grafico de barras de termos enriquecidos apos a lista dos genes ser incluida,

coloridos por valores de p.

r o

W Host-pathogen interaction of human coronaviruses -
M TP53 network
o M Nanomaterial induced apoptosis
M Nonalcoholic fatty liver disease
created by
http:/imetascape.org

Figura 15. Rede de interacdo de termos enriquecidos colorida por ID de cluster - nos

com o mesmo ID de cluster estdo frequentemente proximos uns aos outros.
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Os processos biologicos mais fortemente enriquecidos encontrados no
Metascape incluem: interagdo hospedeiro-patogeno de coronavirus humanos - apoptose,
rede TP53, apoptose induzida por nanomateriais ¢ doenca hepdatica gordurosa nao
alcoolica. Os componentes da rede densamente ligados foram identificados usando a
técnica de Detecgdo de Complexo Molecular (MCODE). A Figura 16 exibe as redes

MCODE para BCL2, BAX, CASP7 e BBC3.

. created by

http://metascape.org
GO Description Log10(P)
WP4864 Host-pathogen interaction of human coronaviruses - apoptosis  -12.7
hsa04215 Apoptosis - multiple species -12.0
R-HSA-109606 Intrinsic Pathway for Apoptosis -11.0

Figura 16. Redes de interacdo proteina-proteina e componentes MCODE identificados

para os genes selecionados.
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4. DISCUSSAO
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4, DISCUSSAO

Considerando que a T21 causa uma sobrecarga de material genético resultando
em expressao diferencial de genes, nao localizados no cromossomo 21, com
consequente alteragdes em multiplas vias moleculares de sinalizagdo que impacta nos

fenotipos da SD®¥

, ho presente estudo avaliamos a regulacao dos microRNAs miR-
942-5p e miR-378a-3p nos genes IKBKB e BCL2, envolvidos em processos
imunologicos, que se mostraram com expressdo alterada em individuos com SD em

(26, 275D & também analisamos,

estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
computacionalmente, dados de microarray provenientes de amostras de cérebro SD e
controle disponiveis em banco de dados publico.

Os genes IKBKB e BCL2, que apresentaram expressao diminuida, e os miRNAs
miR-942-5p e miR-378a-3p, que se mostraram com expressdao aumentada, em PBMC de

e . . (26,27, 51
seis criancas SD nos estudos citados acima®® 2" >

, podem contribuir com patologias
presentes na SD. A proteina codificada pelo gene /KBKB, ao fosforilar o inibidor de
NF-kB, ativa esse fator de transcri¢do que subsequentemente induz a expressdo de
genes envolvidos em processos inflamatorios, regulando a producdo de citocinas pro-

(56)

inflamatorias™™”’; adicionalmente, atua na ativagdo, diferenciacdo e proliferagdo de

células T®7®

, processos envolvidos na resposta imune que ¢ prejudicada na SD. O
gene BCL2, possui atividade chave na regulacdo da apoptose e a desregulacdo de sua
expressdo pode contribuir com o desenvolvimento e progressio de doengas
. . . . (59)
neurodegenerativas, cuja manifestagao é precoce nas pessoas com SD .
Em fibroblastos dissdmicos observamos, no presente estudo, uma redugdo na
expressao relativa do gene IKBKB, apds transfeccdo com o miR-942-5p mimic, e um

aumento na expressao do gene nas células transfectadas com o inibidor correspondente.

Esses resultados sdo congruentes com a fun¢do esperada dos miRNAs, onde o mimic
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inibe a expressao do gene-alvo e o inibidor aumenta sua expressﬁo(60). Em fibroblastos
trissomicos, apos transfecgdo com miR-942-5p mimic e inibidor, a expressao relativa do
gene /IKBKB também diminui e aumentou, respectivamente.

Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa®’ foi observada a reducio da
expressao do gene /KBKB em células dissomicas provenientes de linfécitos T (linhagem
Jurkat), transfectadas com o miR-942-5p mimic, em comparacdo com as células
transfectadas com o controle negativo, o que sugere que independentemente do tipo
celular, o padrdo da expressdo génica de /[KBKB pode sofrer regulagdo pelo miR-942-
Sp.

A diminuic¢do da expressdo proteica de IKBKB nas células da linhagem Jurkat,
transfectadas com o miR-942-5p mimic, foi confirmada por meio de Western Blotting

em estudo anterior®”

. No presente estudo, ndo foram observadas diferencas na
expressdo proteica de IKBKB de fibroblastos, tanto dissomicos quanto trissomicos,
transfectados com mimics/inibidores em relagdo aos controles negativos, sugerindo que
os efeitos dessa regulacdo, em nivel proteico, neste tipo celular sejam sutis e/ou

compensados(&’63 4

, refletindo a complexidade da regulagdo pos-transcricional. A
discordancia entre a expressao ou a dose de um gene e de seu produto também tem sido
relatada em outros estudos, inclusive na T21 (65.66,67)

Em relagdo ao gene BCL2, os resultados do presente estudo em fibroblastos
dissdmicos mostrou que a expressao desse gene diminuiu, apos transfec¢do com o
mimic miR-942-5p, e aumentou apds a transfeccdo com os inibidores de ambos os

microRNAs (miR-942-5p e miR-378a-3p), conforme esperado. Por outro lado, a

expressdo desse gene aumentou nas células transfectadas com o mimic miR-378a-3p;
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embora o aumento da expressdao génica com o mimic ndo seja esperado, esse resultado
nao foi estatisticamente significante.

Em fibroblastos trissomicos, a transfeccdo com os miR-942-5p e miR-378a-3p
mimic resultou em uma diminuicdo significativa na expressao de BCLZ2, também
conforme esperado. Entretanto, as células trissomicas transfectadas com os inibidores de
ambos 0s MicroRNAs (miR-942-5p e miR-378a-3p) mostraram expressdo desse gene
significativamente diminuida, o que ndo estd de acordo com o que se esperava nesse
ensaio.

Também foi observada discrepancias entre os niveis de mRNA e proteina de
BCL2, ap6s os experimentos de transfec¢do, nos fibroblastos dissomicos e trissomicos
do presente estudo. Conforme citado acima, tal discordancia ndo ¢ totalmente
inesperada, uma vez que somente em torno de 40% da variagdo na expressao proteica
pode ser decorrente de alteracdes no nivel de expressio génica.®® Frequentemente, os
achados ndo concordante entre niveis de RNA e proteina podem ser atribuidos a outros
processos de regulacdo entre o transcrito € o produto proteico, como regulacao pos-
transcricional, taxas de traducdo, meia-vida das proteinas e degradacdo proteica.®™
Embora a expressao de mRNA seja informativa na previsao da expressdo proteica, a
correlagdo entre os niveis de expressio de mRNA e proteina pode variar
significativamente entre diferentes categorias biologicas de genes.m) Portanto, as
diferencas entre os niveis de expressao de genes e proteinas podem ser influenciadas por
diversos fatores biologicos e técnicos, sendo essencial considerar a relacdo complexa
entre a expressao de mRNA e proteina ao interpretar os resultados experimentais.

Em relagdo a analise de bioinformatica nas amostras de cérebro de SD, os quatro

genes selecionados participam da via intrinseca da apoptose. A regulacdo da expressao
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de genes pro e antiapoptoticos no cérebro € essencial para manter um equilibrio e evitar
a perda ou acimulo de neuronios. A apoptose pode causar a morte excessiva de células
neuronais, contribuindo para a perda de fungdo cerebral e acarretando em prejuizo da

)

cognigs?lo(72 e alteracdes no desenvolvimento morfologico e fisiologico do cérebro,

aspectos observados na SD'. Essa popula¢io também é suscetivel ao desenvolvimento

73,74 . :
(73.14), que ¢ caracterizada pelo

precoce de doencas neurodegenerativas, como a DA
acumulo de placas beta-amiloide e emaranhados neurofibrilares’”. Uma vez que a beta-
amiloide ¢ um forte indutor de apoptose neuronal in vitro, acredita-se que o excesso de
beta-amiloide no cérebro ¢ um fator importante para a perda gradual de neurdnios,
observada na DA.*™

Dentre os quatro genes, selecionados no estudo, o BCL2 codifica uma proteina

), enquanto os outros trés genes (BAX,"® BBC3"D ¢

com atividade antiapoptdtica
CASP7® codificam proteinas pro-apoptoticas. Diferentes investigagdes tém produzido
resultados distintos devido a complexa interagdo entre a expressao gé€nica prd e

antiapoptotica. De acordo com estudos a respeito de apoptose cerebral,”**"

a expressao
de genes pro-apoptoéticos ¢ significativamente aumentada, enquanto a expressao génica
antiapoptotica ¢ reduzida. No entanto, outros estudos também indicam resultados

(818283 na qual os genes pro-apoptoticos sdo expressos de forma reduzida e os

opostos,
genes antiapoptoticos apresentam expressdo aumentada. Estudo de Engidawork et
al.,*¥ demonstrou expressio proteica aumentada de BCL2 no cértex frontal do cérebro
e no cerebelo de individuos com SD, enquanto nao observou diferencas significativas
dos niveis proteicos de BAX nas regides cortical e cerebelar, proteina esta que forma

um dimero com BCL2 e que, em condi¢des normais, devido a sua atuacdo pro-

apoptotica, tende a promover o equilibrio com as atividades antiapoptdticas de BCL2.
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Os autores sugeriram que o aumento da expressao proteica de BCL2 poderia ser
indicativo de um efeito compensatdrio na tentativa de proteger as células neuronais da
apoptose.(83) Em estudo realizado por Sawa et al.® foi evidenciado um aumento na
vulnerabilidade das células neuronais de individuos SD a apoptose, visto que foi
demonstrada uma expressao diminuida dos genes antiapoptoticos BCL2 e BCL-X nos
lobos temporais de individuos SD. Esses resultados contraditérios destacam os
intricados mecanismos moleculares incluidos na patogénese de doengas ou condigdes
que afetam o cérebro humano, incluindo a SD.

No presente estudo, observou-se expressdo aumentada de genes-chave
envolvidos na apoptose, como BCL2, BBC3 e CASP7, em uma variedade de faixas

etarias. Diversos estudos®® *7- #)

exploram a relacdo entre alteragdes na expressdo de
genes apoptoticos e o avango da idade, mostrando como a morte programada de células
pode atuar no processo de envelhecimento e no surgimento de algumas doengas. Cheng
et al. observaram em condrocitos o aumento na expressdo da proteina RIPKI,
importante na regulacdo da sobrevivéncia celular, e alteragdes no padrao de expressao
de genes envolvidos no metabolismo da matriz extracelular em tecidos conjuntivos,
associando ao desenvolvimento de osteoartrite®®. ApoOs anadlise da expressao génica de
todo o transcriptoma em linhagens de células linfoblasticas de um grupo de individuos
com idade entre 70 e 76 anos, foram encontradas alteracdes significativas em 1.741
transcritos. Esses resultados indicaram que as mudancas na expressao génica que
ocorrem no decorrer dos anos estio associadas com declinio cognitivo e fisico.®” Além
disso, um estudo identificou 1.037 genes apoptdticos com padroes de expressao

alterados, sendo 603 com a expressdo diminuida e 434 com a expressao aumentada, em

tecido cerebral de camundongos ao longo do periodo embrionario at¢ o dia do
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nascimento. Os niveis de expressao desses genes sao muito variaveis, o que sugere que
a regulacdo da apoptose ¢ reprogramada constantemente durante o desenvolvimento e,
possivelmente, durante a vida®®.

A regido do cortex pré-frontal ventrolateral (VFC) possui papel importante no
processamento emocional, controle cognitivo e memoéria de trabalho ®°?. No presente
estudo, o aumento observado na expressdo de BCL2 nessa regido pode indicar uma
resposta protetiva contra a apoptose e potencial envolvimento no desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas. Nao ha relatos na literatura que relacionem diretamente as
diferengas na expressdo de BCL2 e as fungdes atribuidas a VFC e, portanto, sdo
necessarios mais estudos que avaliem essa relagdo e sua relevancia clinica.

Uma vez que a via apoptoética intrinseca pode ser regulada por uma rede de
genes, proteinas e fatores epigenéticos, a desregulacdo na expressdo génica e proteica
relatada na SD se destaca como uma importante area de investigagdo. O equilibrio
preciso entre sobrevivéncia celular e morte celular programada ¢ determinado pelas
complexas interagdes entre esses componentes moleculares. Os achados sugerem que
pessoas com SD podem ser mais suscetiveis a perturbacdes nesse equilibrio, o que pode
ser um fator nas caracteristicas associadas a condigao.

A andlise de enriquecimento de vias dos genes CASP7, BAX, BBC3 ¢ BCL2
indica uma associagao importante com processos bioldgicos-chave. Como demonstrado
na investigacdo realizada no Metascape, a andlise de enriquecimento de vias desses
genes indica uma forte ligacdo com processos bioldgicos cruciais. Os processos
biologicos mais enriquecidos sdo apoptose, rede 7P53, interacdo hospedeiro-patdgeno
de coronavirus humanos, apoptose induzida por nanomateriais ¢ doenga hepatica

gordurosa ndo alcodlica. Essas relagdes diversificadas sugerem papéis potenciais para
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esses genes em fungdes fisiologicas importantes, incluindo regulagcdo do ciclo celular,
resposta a patdogenos e até mesmo condigdes como doenga hepatica gordurosa nao
alcoolica, distirbio cuja incidéncia ¢ maior na SD.“V

Um entendimento mais profundo das interacdes entre esses genes foi possivel
por meio da identificagdo de complexos moleculares utilizando a abordagem de
Deteccdo de Complexo Molecular (MCODE), que identifica elementos fortemente
ligados na rede. As redes MCODE encontradas para BCL2, BAX, CASP7 ¢ BBC3
exibem trés processos bioldgicos primdrios associados a esta rede de interagdo proteina-
proteina: a via de apoptose intrinseca, apoptose - multiplas espécies e interacdo
hospedeiro-patégeno de coronavirus humanos.

A relagdo com a interagdo hospedeiro-patdgeno de coronavirus humanos ¢
especialmente significativa, pois levanta a possibilidade de que esses genes estejam
envolvidos em processos cruciais durante infeccdes virais®?. Além disso, a apoptose
aparece como o principal elemento, evidenciando mais uma vez o envolvimento desses
genes no controle da morte celular programada. A rede TP53, conhecida por seu papel
essencial no controle do ciclo celular e na resposta da cé€lula a situagdes estressantes,
também sugere implicagdes importantes para a funcionalidade desses genes em varios
contextos celulares, especialmente na SD. Em experimento realizado tanto em cérebros
de individuos SD como em camundongos Ts65Dn (mutados com a trissomia do 21), foi
observada uma relagdo entre a ativagdo da via de TP53 e o aumento apoptose, além da
regulacio de varios alvos na via de apoptose ®". Além disso, o desenvolvimento de
aneuploidias, incluindo a SD, tem sido ligado aos genes TP53 e seu regulador MDM2,
uma vez que foi observado uma correlagdo entre o avanco da idade, o surgimento de

polimorfismos nestes genes e o aumento de aneuploidias fetais.> Portanto, a via de
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TP53, importante no controle da apoptose, também possui papel importante nas
alteragdes neuropatologicas € no aumento do risco de desenvolvimento de DA em
individuos SD.**)

Por fim, a regulacao dos genes IKBKB e BCL2 por miRNAs e a andlise de genes
apoptoticos no cérebro de individuos com SD oferecem uma perspectiva valiosa sobre
os mecanismos celulares e moleculares envolvidos nessa condicdo. No entanto, a
compreensdo completa dessa complexa rede de regulagdo ainda carece de estudos, a fim
de elucidar com maior clareza como essas interagdes afetam o sistema imune e a

patologia neuroldgica associada a SD. Esse aprofundamento pode revelar novas

estratégias para intervengdes terapéuticas e melhorar nosso conhecimento sobre as bases

biolodgicas da T21.
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5. CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO
1. E possivel que o miR-942-5p regule o gene IKBKB, independente da

trissomia do cromossomo 21, uma vez que esse MicroRNA reduziu a expressao relativa
de IKBKB ap6s transfeccdo com o mimic e aumentou com inibidor tanto nos
fibroblastos dissdmicos quanto trissomicos.

2. Os resultados dos ensaios de transfeccdo para o gene BCL2 nao sao
compativeis com a func¢do esperada dos miRNAs, onde o mimic inibe a expressdo do
gene-alvo e o inibidor aumenta sua expressao, com excecdo dos fibroblastos dissdmios,
transfectados com miR-942-5p, onde ¢ possivel sugerir a regulacdo de BCL2 por esse
microRNA.

3. A falta de correlagcdo entre expressdo génica e proteica observada apos os
experimentos de transfeccdo pode indicar que os efeitos da regulacdo por miRNAs
sobre IKBKB ¢ BCL2 sejam sutis e/ou compensados em nivel proteico, refletindo a
complexidade da regulagdo pos-transcricional.

4. A expressdo significativamente aumentada de BCL2 no cortex frontal
ventrolateral (VFC) sugere uma possivel importancia da expressdo desse gene em areas
especificas do cérebro de individuos com SD, possivelmente contribuindo para a
sobrevivéncia celular e protecdo contra a neurodegeneragao.

5. A expressdo diferencial dos genes BCL2, BBC3, CASP7 e BAX em diferentes

faixas etarias sugere um desequilibrio na regulacao da via apoptotica na SD.
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ANEXOS

Anexo A — Artigo redigido para defesa

Expression and correlation of apoptosis-related genes: BCL2, BAX, BBC3 and
CASP?7 in brains of individuals with Down Syndrome — a spatial and temporal

bioinformatic analysis

Abstract

Down Syndrome (DS) is a genetic alteration that affects the immunological,
hematological, and neurodevelopment processes. Apoptosis dysregulation has been
observed in the brain of DS individuals and this may be related to different phenotypes
in the syndrome (1-4). Knowing the genes that regulate this process might therefore be
helpful in the identification of biomarkers that could indicate evidence of the apoptotic
process associated with normal neural development and the neuropathological process.
The regulation of apoptosis is essential for maintaining the number of neurons in the
brain, which is a key factor in the neuropathology of DS. The aim of this article was to
perform a bioinformatic analysis of the expression of the apoptotic genes BCL2, BAX,
BB(C3 and CASP7 in post-mortem brain samples of individuals with Down syndrome.
Methodology: We computationally analyzed the expression of Data from a DNA
microarray experiment (GEO database ID GSE59630) of four human apoptotic genes in
numerous brain regions related to cognition in 58 individuals with DS and in 58 health
individuals using the transformed log2 data. Additionally, we investigated the
correlation and protein interactions of selected genes utilizing data from String-db and
Metascape. Results: We reported that all four genes had significantly altered expression
in the brain of DS individuals. According to age-rank comparisons between euploid
control and DS individuals, CASP7 and BAG3 became overexpressed in the DS brain
from 13 years old. An mCODE analysis showed that the biological process was
predominantly enriched in nanomaterial-induced apoptosis, apoptotic factor-mediated
response and host-pathogen interaction of human coronaviruses — apoptosis and
Apoptosis modulation and signaling. Conclusion: Our results give new information

about the gene expression of apoptosis-related genes in the brains of DS individuals,
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which may help to better comprehend the neuronal dysfunctions caused by this genetic

condition.

1. Introduction

Down Syndrome (Trisomy 21, mosaic trisomy 21, translocation-associated
Trisomy 21) is a genetic condition that affects about one in 1000 births (5) and results
from the total or partial presence of an extra chromosome 21. This genetic alteration
may cause many impaired cellular functions, which affects immunological (6) and
hematological (7) processes, as well as neurodevelopment (8). DS individuals also
presents reduced number of neurons and brain size compared with euploid individuals,
cause of the intelectual disability, the most notable feature of DS (9). Throughout
development, a crucial process in determining the number of neurons and their
connections is the programmed cell death process, also called apoptosis (10). As
neurons are generated in excess in most central nervous system structures, making the
right connections with their intended targets is essential for ensuring their survival.
Apoptosis is a key process here as it removes surplus neurons that are unable to connect
with their targets because they lack the necessary survival factors (11). Thus, the
regulation of the apoptotic process is quite crucial to ensure the balance of the number
of neurons.

There are two major pathways that can lead to programmed cell death process:
the intrinsic (or mitochondrial) pathway and the extrinsic (or death receptor) pathway.
In the apoptosis intrinsic pathway, a stimulus (cellular stress, viral infection or decrease
in growth factors, for example) triggers the release of pro-apoptotic proteins such as
BAX protein from the mitochondrial compartment into the cytosol. These pro-apoptotic
proteins neutralize anti-apoptotic proteins, like BCL2 protein, by binding to it, which
will lead to permeabilization of the outer mitochondrial membrane and release of pro-
apoptotic proteins such as cytochrome C into the cytosol. Once there, cytochrome C
combine with adaptor proteins like APAF-1 protein and activate caspase-9 protein.
Effector proteins, such as caspase-3 and caspase-7, are cleaved as a result of this
cascade activation, which induces cellular apoptosis (12,13). On the other hand, external
stimuli trigger the apoptosis extrinsic pathway through death receptors on the surface of

many cells, such as DR4/DRS5, Fas receptors, tumor necrosis factor receptors (TNF-R)
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and TNF-related apoptosis-inducing ligand receptors (TRAIL-R) (13,14). These death
receptors interact with their particular ligands and trigger the recruitment of the adaptor
proteins Fas-associated protein with death domains (FADD), tumor necrosis factor
receptor type 1 associated death domain protein (TRADD), caspase-8 and caspase-10,
which ultimately results in caspase 3 and caspase 7 activation, the apoptosis execution
pathway (14,15).

There are a lot of molecules that regulate the proteins that indeed are part of
those pathways. BBC3, also known as PUMA, is a member of a subclass of the BCL2
family of proteins called BH3-only pro-apoptotic proteins, that plays a crucial role in
the regulation of the apoptosis. When exposed to stressors and activated, these proteins
can trigger the intrinsic apoptotic pathway by properly inhibiting the antiapoptotic
BCL2 family members and also by leading the activation of the BAX and BAK proteins

(16,17).
Gene Gene Locus Gene Name
ID
BCL2 596 18g21.33 B-Cell lymphoma 2
BAX 581 19q13.33 BCL2 associated X, apoptosis regulator
BBC3 27113 19q13.32 BCL2 binding componente 3
CASP7 840 10g925.3 Caspase 7

Tabel 1. Gene data of four encoding apoptotic human proteins. [Source of NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
(acessed on 31 march 2023)

It has been described that cortical neurons from fetal DS and age-matched
normal brains develop correctly in culture, but DS neurons subsequently degenerate and
suffer apoptosis while normal neurons remain alive (18). Alterations in proliferative
and/or apoptotic processes in several tissues may contribute to other significant DS
symptoms such as  reduced growth  rate, cardiac  problems, and
hematological/immunological abnormalities (19-21).

The general hypo-cellularity present in DS individuals’ brains, which might
result in impaired synaptogenesis, connection, and synaptic plasticity, has been
hypothesized as one mechanism for the neurobiological correlate of cognitive
dysfunction. In fact, DS affects fetuses, children, and adults, and is associated with a
decrease in the quantity of neurons found in the hippocampus, parahippocampal gyrus,
cerebellum, and neocortex (1,9,22,23). Nevertheless, until now, the genes of apoptosis
in different stages and regions of the brain have not been investigated, which could lead

to a better understanding of the different neurological phenotypes observed in DS.
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Therefore, considering the genes involved in the apoptotic process in physiologic and
pathologic conditions, identifying differentially expressed genes may help in the
detection of target genes and their role in different brain areas. Here, we conducted an
analysis of the expression of the apoptosis genes BCL2, BAX, BBC3 and CASP7 in post-
mortem brain samples of individuals with DS. The analysis was performed using
bioinformatics techniques and was evaluated the expression of these genes in different
age ranges and brain regions. Additionally, we look to highlight the correlation between

these genes and their role in apoptosis in individuals with DS was investigated.

2. Methodology

2.1. Data Mining

To perform the bioinformatics analysis, a search was first conducted on the GEO
DataSets website using the terms "Down Syndrome" and "Gene expression analysis,"
which identified the study by Olmos-Serrano et al. 2016, titled "Longitudinal Gene
Expression Analysis in Human Brain identifies biological processes underlying
neuropathology in Down Syndrome." This is a publicly accessible DNA microarray
experiment with the GEO database registration code GSE59630 (accessed on January
20, 2023). The Gene Expression Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
was used to obtain raw gene expression data for DS samples and normal samples. Data
were analyzed by GEO2R. First, it was selected genes in the Intrinsic apoptotic pathway
(N00098 network), according to KEGG Pathway Database, and of the National Center
for Biotechnology Information (accessed on January 25, 2023) (NCBI) that were
analyzed by GEO2R. First, we selected the genes in the Intrinsic apoptotic pathway
(N00098 network) according to KEGG Pathway Database for the analyses conducted in
the current research. Additionally, we used the log2 transformed expression values (log
fold change or log FC) of a free-access DNA microarray experiment whose registration
code in the GEO database is GSE59630 (accessed on 20 January 2023). This
experiment was previously deposited by Olmos-Serrano et al. 2016 (24). Genes with log
FC > 0.59 were considered overexpressed while genes with log FC < -0.59 were

underexpressed.
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The chosen microarray experiment included gene expression data from over
17500 probes from 58 post-mortem brain samples of DS individuals (33 from males and
25 from females) and 58 euploid samples as euploid controls (33 from males and 25
from females), as stated by the material submitted in the GEO database. Those samples
were classified by age, sex and the following brain areas: cerebellar cortex (CBC),
dorsolateral prefrontal cortex (DFC), hippocampus (HIP), inferior parietal cortex (IPC),
inferior temporal cortex (ITC), medial prefrontal cortex (MFC), orbital prefrontal cortex
(OFC), primary somatosensory cortex (S1C), primary visual cortex (V1C), superior

temporal cortex (STC) and ventrolateral prefrontal cortex (VFC).

2.2.  Construction of Selected Apoptotic Genes Network Using String-db

To create a protein-protein interaction (PPI) network containing the selected
apoptotic genes, we used the free-access platform STRING (https://string-db.org/
(accessed on 30 March 2023), a real-time multiple association network integration
algorithm for predicting gene function that utilizes a vast amount of functional

association data (25).

2.3.  Metascape analysis

Metascape is an online analytical tool based on the OMICS database which can
be used to perform interactome analysis, functional enrichment and it can also analyze
and annotate specific genes (26). We subsequently examined and verified the

enrichment association between the chosen genes.

3. Results

3.1. Variation on Expression of Apoptotic Genes in the DS Brains in Different

Age Ranks

Four genes — BCL2, BAX, BBC3 and CASP7 - showed log FC values of
expression differently significant between healthy individuals and DS individuals in at

least one age rank. BCL2 showed significantly increased expression in the prenatal
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period (logFC=1,163) and in two other age ranks [13-22 years (logFC=0,710 and 30-39
years (logFC=0,934)]. BBC3 was significantly increased in the prenatal period
(logFC=0,65) and in the last age rank 40-42 years (logFC=0,67). (Tabel 3). CASP7 also
showed an increased expression in age ranks 13-22 years (logFC=0,66) and 40-42 years
(logFC=0,77). On the other hand, BAX was significantly decreased in age rank 30-39
years (logFC=-1,10).

Gene 16-22 0-12 M 2-10Y 13-222Y 3039 Y 4042Y
WG
BCL2 1,16* 0,56 0,16 0,71* 0,93* 0,10
BAX -0,33 -0,19 -0,34 -0,15 -1,10* -0,10
BBC3 0,65* 0,31 0,25 0,43 0,57 0,67*
CASP7 0,45 -0,12 0,44 0,66* 0,50 0,77*

Tabel 2. Log FC values for the four apoptotic genes expressed in different age ranks of the brain of Down Syndrome
(DS) individuals.
*|logFC| > 0,59 and p value < 0,05

3.2 Differential Expression of Apoptotic Genes in Brain Areas from Individuals

with DS

All four genes showed significantly p value (p<0,05) but none of them were
considered differently expressed in DS individuals (JlogFC[>0,59) when it comes to the
whole brain. Only BCL2 exhibited expression significantly altered in a specific brain

region — it was overexpressed in VFC (logFC=0,74) (Table 2).

Gene Gene Brain HIP CBC DFC OFC ViC VFC ITC

ID
BCL2 596 0,57 0,90 0,58 0,51 0,40 0,25 0,74* 0,61
BAX 581 -0,33 -0,48 -0,48 -0,41 -0,32 -0,20 -0,47 -0,51
BBC3 27113 0,39 0,47 0,23 0,54 0,33 0,47 0,43 0,51
CASP7 840 0,25 0,41 0,21 0,60 0,30 0,18 0,45 0,41

Tabel 3. Log FC values of expression for the 4 apoptotic genes in multiple brain structures of individuals with Down
Syndrome (DS).
*|logFC| > 0,59 and p value < 0,05

3.3. Analysis of Protein-Protein Interaction and Functional Enrichment of

Apoptotic Genes in DS individuals

For the examination of protein-protein interactions among genes with varying
expression in at least one age rank, we employed the String STRING database. Our
analysis of protein interactions reveals a crucial network of proteins involved in
essential biological processes. Figure 1 illustrates the interconnection of four key

proteins: BCL2, BAX, BBC3, and CASP7. Each node represents a protein, while the
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edges indicate their interactions. These interactions are fundamental for understanding

the molecular mechanisms underlying crucial biological events.

Figure 1. PPI network interaction network generated on String-db website

The analysis revealed that the number of nodes in the network is four,
representing the four proteins of interest, and the number of edges is also four,
indicating the identified interactions. The minimum required interaction score was
0.700 (high confidence) and the p-value for protein-protein interaction (PPI) enrichment
was extraordinarily low, with a value of 2.2e-06, highlighting the biological
significance of these interactions.

Figure 2 presents a crucial table from Metascape highlighting the top enriched
biological processes related to the network of interactions among the proteins BCL2,
BAX, BBC3, and CASP7. These processes provide valuable insights into the cellular
and molecular events that may be affected by this network. The networks of
enriched terms are shown in Figure 3 and are colored by cluster ID. Nodes with the

same cluster ID are often adjacent to one another.
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| WP2507: Nanomaterial induced apoptosis
| WP4396: Nonalcoholic fatty liver disease
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Figure 2. Bar graph of enriched terms across input gene lists, colored by p-values
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created by
http:/imetascape.org

Figure 3. Network of enriched terms colored by cluster ID - nodes with the same cluster ID are often close to each
other

The most strongly enriched biological processes found on Metascape include:
host-pathogen interaction of human coronaviruses — apoptosis, TP53 network,
nanomaterial induced apoptosis and nonalcoholic fatty liver disease.

The densely linked network components have been identified using the Molecular
Complex Detection (MCODE) technique. Figure 3 displays the MCODE networks that
have been discovered for BCL2, BAX, BBC3 and CASP7:
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created by
http:/imetascape.org

GO Description Log10(P)
WP4864 Host-pathogen interaction of human coronaviruses - apoptosis  -12.7
hsaD4215 Apoptosis - multiple species 120
R-HSA-109606 Intrinsic Pathway for Apoptosis -11.0

Figure 4. Protein-protein interaction network and MCODE componentes identified for selected genes

4. Discussion

Regulation of the expression of pro and anti-apoptotic genes in the brain is
essential to maintain an equilibrium and prevent a loss or accumulation of neurons. DS
individuals are reported to be more likely to develop neurodegenerative diseases, like
Alzheimer’s Disease (27). They also exhibit cognitive impairment (28) in addition to
morphological and physiological development alterations, and one of the mechanisms
that could lead to this is apoptosis.

Among the genes selected in this study, one gene codifies a protein with anti-
apoptotic activity (BCL2 (29)), while three genes codify pro-apoptotic proteins (BAX
(30), BBC3 (31) and CASP7 (32)). It is clear from studies on tumor growth that

deregulation of apoptosis plays a major role in the malignant phenotype of cancer cells.
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Remarkably, different investigations have produced diverse results due of the intricate
interaction between pro- and anti-apoptotic gene expression. According to some studies,
pro-apoptotic gene expression is significantly upregulated whereas anti-apoptotic gene
expression is downregulated (33,34). Reports have also indicated an opposite tendency
(35,36), in which pro-apoptotic genes are downregulated and anti-apoptotic genes are
increased. These contradictory results highlight the intricate molecular mechanisms
included in the pathogenesis of diseases or conditions impacting an individual's immune
system.

The complex molecular network linked to DS has been highlighted by our study,
which has shown interesting patterns of gene expression in these people. More
specifically, we've seen overexpression of key genes such as BCL2, BBC3, and CASP7
across a range of age groups, suggesting a possible connection between these genetic
variables and the development of DS.

The downregulation of BAX in DS patients aged 30-39 years old is particularly
intriguing. This observation implies a dynamic interaction between gene expression and
the intrinsic apoptotic mechanism within this particular age range. Since a network of
genes, proteins, and epigenetic factors closely regulates the intrinsic apoptotic pathway
(37), the dysregulation in gene and protein expression reported in DS patients comes out
an important area of investigation. The accuracy balance between cell survival and
programmed cell death is determined by the complex interactions between these
molecular components. Our findings suggest that persons with DS may be more
susceptible to disturbances in this equilibrium, which might be a factor in the
characteristic traits linked to the condition.

The pathway enrichment analysis of the BCL2, BAX, BBC3 and CASP7 genes
indicates an important association with key biological processes. The pathway
enrichment analysis of the BCL2, BAX, BBC3 and CASP7 genes indicates a strong link
to crucial biological processes. These diversified relationships, mostly related to
apoptosis, suggest potential roles for these genes in important physiological functions
including cell cycle regulation, pathogen response, and even conditions like
nonalcoholic fatty liver disease.

A deeper understanding of the interactions between these genes is possible

through the identification of molecular complexes by Molecular Complex Detection



69

(MCODE) approach, which identifies highly linked elements in the network. The
MCODE networks found for BCL2, BAX, BBC3 and CASP7 are shown in Figure 3,
which also shows three primary biological processes associated with this protein-protein
interaction network: the intrinsic apoptosis pathway, apoptosis - multiple species, and
host-pathogen interaction of human coronaviruses.

The relationship to the host-pathogen interaction of human coronaviruses is
especially significant, since it raises the possibility that these genes are involved in
crucial processes during viral infections. Additionally, apoptosis appears as the main
element, suggesting once more that these genes may be involved in the control of
programmed cell death. The TP53 network, which is well-known for its essential role in
controlling the cell cycle and the cell's response to stressful situations, also suggests

important implications for the functionality of these genes in various cellular contexts.

5. Conclusion

The understanding the complex molecular pathways underlying DS requires a
knowledge of the temporal dynamics of these gene expressions across various age
groups. These findings could potentially open a path for focused therapy approaches
that attempt to change or repair the expression of these vital genes, providing new
possibilities for treating the molecular elements of Down syndrome.

The complex molecular environment linked to DS and its possible influence on
the balance between pro- and anti-apoptotic gene expression in the brain. Key genes like
BCL2, BBC3, CASP7, and BAX have been shown to be dysregulated in a variety of age
groups, which highlights the intricate molecular pathways causing DS. Of particular
interest is the downregulation of BAX in DS patients between the ages of 30 and 39,
which suggests a dynamic interplay within the intrinsic apoptotic pathway at this age
range. Significant relationships between the pathway enrichment analysis and important
biological processes, such as apoptosis and host-pathogen interactions, are also shown.
These links imply possible involvement in pathogen response, cell cycle control, and
diseases such as nonalcoholic fatty liver disease. The identification of molecular
complexes through the mCODE approach highlights the tightly connected components

of the network and the roles played by these genes in apoptosis and reacting to viral
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infections. This suggests that these genes are important regulators of these processes,
opening up new paths for investigation into further implications of these molecular

interactions.
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