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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) € a segunda doenca neurodegenerativa de maior
prevaléncia na populacdo humana, com maior incidéncia em individuos do sexo
masculino. Apesar dos avangos diagnosticos e terapéuticos, ainda ha divergéncias
na literatura, sobre a classificacdo e diferenciacdo clinica da doenca,além da
multifatorialidade dos fatores que contribuem para esta doencga, cuja classificacéo
de “idiopatica” tem sido desafiada em trabalhos recentes, que também contribuem
com os inumeros desafios tangentes ao desenvolvimento de potenciais terapias.
Com o envelhecimento da populagdo mundial, doengas como essa tém sido foco de
inumeros tipos de pesquisas. Aqui, nos fizemos uma analise exploratéria da base de
dados publica integrada ao GEO (Gene Expression Omnibus), chamada
BioProject,na qual contém dados “6micos” referentes a Doenga de Parkinson, de
animais modelos a pacientes humanos,. Anadlises graficas com geragdo de
diagramas em linguagem Python (Versdao 3.7.4) e com ferramentas do google
sheets foram utilizadas para visualizagao dos principais dados émicos, assim como
a descricao das demais informacdes relevantes para pesquisas relacionadas a DP.
Deste modo, foram encontradas as principais espécies, tecidos e moléculas
utilizadas em 365 projetos. Foi encontrada uma maior frequéncia de projetos com a
espécie humana, com tecidos nervosos e com moléculas de RNA (sendo a extragao
mais comum de RNA total).Além disso, também foram levantadas informacdes
sobre 0 sexo, idade e etnia dos organismos, e seus possiveis impactos também
serao discutidos neste trabalho.Por fim concluisse que a prevaléncia de dados
oriundos de espécimes humanas e roedores nao variou muito do encontrado em
trabalhos anteriores, assim como as principais tecnologias e tecidos em geral,bem
como uma falta de informagdo sobre género, iade e etnia que somados a baixa
quantidade de amostras por condigdo em alguns projetos e falta de padronizagao
em nomenclaturas tem impacto na qualidade e reprodutibilidade correta dos dados

bem como na perspectiva de contribuicao para futuras analises.

Palavras-chaves: Doenca de Parkinson; Bioinformatica; microRNAs; Neurbnios

dopaminérgicos



ABSTRACT

Parkinson's Disease (PD) is the second most prevalent neurodegenerative disease
in the human population, with the highest incidence in males. Despite diagnostic and
therapeutic advances, there are still divergences in the literature on the clinical
classification and differentiation of the disease, in addition to the multifactorial nature
of the factors that contribute to this disease, whose classification as "idiopathic" has
been challenged in recent studies, which also contribute to the numerous challenges
involved in the development of potential therapies. With the aging of the world
population, diseases like this one have been the focus of countless types of
research. Here, we did an exploratory analysis of the public database integrated with
GEO (Gene Expression Omnibus), called BioProject, which contains “omic” data
regarding Parkinson's Disease, from animal models to human patients. Graphical
analysis with diagram generation in Python language (Version 3.7.4) and with google
sheets tools was used to visualize the main omic data, as well as the description of
other relevant information for researches related to PD. Thus, the main species,
tissues, and molecules used in 365 projects were found. A higher frequency of
projects with the human species was found, with nervous tissues and with RNA
molecules (the most common extraction being total RNA). In addition, information
was also collected on the sex, age, and ethnicity of the organisms, and their possible
impacts will also be discussed in this work. Finally, it was concluded that the
prevalence of data from human and rodent specimens did not vary much from what
was found in previous works, as well as the main technologies and tissues in
general, as well as a lack of information on gender, age, and ethnicity that, added to
the low amount of samples per condition in some projects and the lack of
standardization in nomenclatures, has an impact on the quality and correct
reproducibility of the data, as well as on the perspective of contribution to future

analyses.

Keywords: Parkinson disease; Bioinformatics; microRNAs; Dopaminergic neurons;

omics datasets
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1 INTRODUGAO

Em meados de 1817, James Parkinson em seu ensaio "Paralisia agitante"
(do inglés, “Essay on the shaking palsy”) descreveu uma sindrome comumente
referida como 'doenga de Parkinson' (DP). A sindrome €& caracterizada pelos
processos de tremor, bradicinesia, rigidez e instabilidade postural, além de uma
variedade de outros sintomas motores e n&do motores (JANKOVIC, 2008).

A DP é uma das doengas relacionadas ao avanco da idade, ao
envelhecimento e ao aumento da expectativa de vida da populagao global, por isso,
vem cada vez mais chamando a atencdo da comunidade cientifica.Com os avangos
tecnoldgicos, computacionais e das técnicas genéticas e de estudos populacionais,
que incluem desde estudos de associacdo ampla do genoma (do inglés
Genome-wide association study - GWAS) a estudos epigenémicos e protedmicos,
cerca de 20 formas monogénicas de DP foram descritas e mais de 100 loci foram
identificados como fatores de risco para DP (JANKOVIC e TAN, 2020),

Para além destes fatos, diversos estudos e informacdes amostrais tém sido
disponibilizados em diferentes bancos de dados pela comunidade cientifica ao redor
do mundo. A quantidade e disponibilidade desses dados tem se mostrado
simultaneamente um desafio e uma oportunidade no desenvolvimento de pesquisas
cientificas. Hoje, ha uma grande variedade de bancos de dados que proporcionam
informagdes e dados brutos de genes, proteinas e pequenas moléculas, além de
ferramentas que ajudam na mineragao e analise dos mesmos,como a ferramenta
GEOZ2R, uma aplicagdo web baseada em R que ajuda os usuarios a analisarem os
dados do GEO descrita em Barrett ef al. (2012) .A evolugéo constante de recursos
computacionais, bem como sua popularizacdo, facilidade de acesso e
disponibilidade de recursos dentro da internet podem estar entre as grandes
responsaveis pelo crescente volume de informagado, tanto na web, quanto nas
organizagdes, proporcionando uma nova dinadmica no processo de coleta e analise
de dados.

Nesse contexto, entender a variabilidade, caracteristicas e disponibilidade

dos tipos de dados, relacionados a DP, disponiveis em banco de dados genémicos,
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constituem uma poderosa ferramenta para compreensao e atualizagdo sobre novos
mecanismos moleculares e patologicos, que podem ser integrados e visualizados
usando varias meta-analises e abordagens estatisticas.

Um dos objetivos de estudos como esse, € levantar informagdes que possam
fornecer novas pistas para a compreensao de diferentes aspectos da DP, incluindo o
potencial para auxiliar na identificacdo de vias metabdlicas e biomarcadores. Sendo
assim, a partir do acervo de conjuntos de dados 6micos disponiveis, foi realizada
uma analise exploratéria de um conjunto de dados de 365 projetos relacionados

desde epigenbmica, gendmica, e transcriptdmica a proteémica.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar uma analise exploratéria das informacdes relevantes acessiveis (tais
como identificadores de projetos,componentes moleculares e tecidos) sobre a
Doencga de Parkinson no banco de dados “GEO DataSets” do “National Center for

Biotechnology Information”.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar extragdo das informag¢des sobre o numero de projetos encontrados
no GEO sobre Doenca de Parkinson (DP), que foram publicados, assim como o
numero de projetos que contém dados de alta qualidade (isto €, projeto com pelo
menos 3 amostras para cada condigdo estudada).ldentificar as espécies mais
utilizadas em projetos com DP e também os tipos de dados e tecnologias mais
utilizadas nesses projetos.Revelar os principais tecidos encontrados nos projetos
com DP, explorando as 3 principais espécies (Homo sapiens, Mus musculus e
Rattus norvegicus) presentes nos estudos com DP em relagdo aos principais tecidos
encontrados, tipos moleculares, e presenga de informagcdes como género, idade e

etnia.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Doencga de Parkinson

A Doenga de Parkinson (DP) € uma doenga neurodegenerativa progressiva,
caracterizada pelo aparecimento de sintomas como tremores, rigidez, bradicinesia
e, em certos casos, de instabilidade postural. Além disso, também esta associada a
outras disfungdes ndo-motoras, como disturbios do humor, disfuncdo do sono,
déficits cognitivos, deméncia e outros sintomas neuropsiquiatricos (Figura 1)
(JANKOVIC e TAN, 2020).

Os principais mecanismos patogénicos moleculares desta doenga incluem
desdobramento e agregacdo de a-sinucleina, disfungdo mitocondrial,
comprometimento da depuragdo de proteinas (associada com deficiéncia de
ubiquitina-proteassoma e sistemas de autofagia-lisossomal), neuroinflamagao e
estresse oxidativo. O envolvimento das vias dopaminérgicas, bem como
noradrenérgicas, glutamatérgicas, serotonérgicas e da adenosina fornecem
percepcdes sobre a rica e variavel fenomenologia clinica associada a DP e a
possibilidade de abordagens terapéuticas alternativas, além das terapias
tradicionais de reposigao de dopamina (JANKOVIC e TAN, 2020).

A patologia da Doenga de Parkinson se caracteriza pela perda de inervagao
dopaminérgica da porgdo do mesenceéfalo, conhecida como substancia nigra, muito
embora a neurodegeneragdo nao se restrinja a mesma, mas envolve células
localizadas em outras regides da rede neural. Enquanto a sindrome clinica era
inicialmente atribuida a essa disfungédo ganglio-basal, estudos em animais modelo e
paciente pos-morte tém mostrado o envolvimento de neurdnios ndo-dopaminérgicos
de outras regides do cérebro. (STOKER, 2018).

Hoje, ja se reconhece o envolvimento de vias nao-dopaminérgicas na
evolugdo dos sintomas nao motores, reconhecidos clinicamente como fatores de
impacto na qualidade de vida de pacientes com DP, porém, os critérios diagnosticos
atuais ainda s&do em grande parte baseados nos critérios do UK Parkinson’s Disease
Society Brain Bank,que se concentram na sintomatologia motora e excluem os
sintomas ndo motores (JANKOVIC e TAN, 2020).
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Figura 1: Curso da DP da fase prodrémica (fase anterior aos sintomas motores, mas

que ja apresenta neurodegeneragao) a fase clinica.
FONTE: JANKOVIC e TAN (2020)

A DP é a segunda doenga neurodegenerativa de maior prevaléncia na

populagcdo humana (cerca de 0,5-1% entre aqueles com 65-69 anos e 1-3% entre

aqueles com 80 anos ou mais) e, com o envelhecimento da populagao, € esperado

um aumento gradativo nos proximos 20 anos na prevaléncia e indices de DP em

mais de 30%, uma vez que o avan¢o da idade é um dos fatores que contribuem

para o progresso da doenga (STOKER, 2018).

3.1.1 Envelhecimento

O envelhecimento esta associado a diversos processos moleculares que

promovem danos genéticos e celulares, ndo obstante também esta entre um dos
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maiores fatores de risco a doengas neurodegenerativas, como Parkinson. Ja
houveram demonstragdes em estudos anteriores demonstrando que, a quantidade
de neurbnios se mantém relativamente estavel ao longo do processo de
envelhecimento em diferentes areas do cérebro, tais como: hipocampo, putamen,
nucleo mamilar medial, hipotalamo e nucleo basal de Meynert (PAKKENBERG e
GUNDERSEN, 1997).

Nas populagbes neuronais dopaminérgicas, a perda celular &
significativamente maior, podendo chegar a 50%, mostrando uma maior
vulnerabilidade a perda neuronal comparada as demais regides cerebrais, o que
pode estar associado aos inumeros processos primordiais para o funcionamento
regular dos neurbnios da substancia nigra, incluindo o metabolismo da dopamina
(Figura 2), o numero de cépias de DNA mitocondrial de tipo selvagem e o declinio
da degradagao de proteinas que sédo afetados com o passar dos anos (REEVE,
SIMCOX e TURNBULL, 2014).

Paciente DP

Terminal
pré-sinaptico

gt R T —

Nucleo caudado

Putamen / Terminal
pos-sinaptico

Sintomas nao-motores

Fase prodromica Hiposmia Disttrbio do sono Sintomas motores Tremor Rigidez Desequilibrio

Constipacao Depressao

At (Progresséo da doenga)

Figura 2:0s neurdénios dopaminérgicos do mesencéfalo sdo especificamente vulneraveis na
doenga de Parkinson.(A) Os sintomas predominantes da doenga de Parkinson (DP) sdo causados

pela perda de neurdnios dopaminérgicos (DA) na substancia negra (SN), de acordo com a hipétese
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em que a degeneracgao dos neurdnios DA é precedida por disfungao e, por sua vez, degeneragéo da
via nigroestriatal, que inerva o nucleo caudado e o putdmen que juntos formam o estriado. (B) Em
comparag¢ao com controles saudaveis (esquerda), a degeneracao nigroestriatal resulta na deplegéo e
perda final do neurotransmissor dopamina nos terminais sinapticos dos neurdnios do estriado
(direita). (C) Os sintomas motores resultantes, entre outros, geralmente sao diagnosticados quando
aproximadamente 30-60% dos neurdnios estriados DA ja estdo perdidos.
Fonte: BRIDI e HIRTH (2018)

Em animais modelos, tais como macacos e ratos, uma disparidade no
género pbde ser observada, com animais fémeas mostrando maior numero de
células dopaminérgicas na substancia nigra, enquanto embrides de ambos ratos
machos e fémeas, cultivados em ambientes hormonais idénticos, mostraram
dimorfismo relacionado ao género em seus neurbnios dopaminérgicos, levando a
crescente discussdo sobre o impacto dos efeitos do género nas doencgas
neurodegenerativas (CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2007).

3.1.2 Diferengas de género

Através de diversas pesquisas, inclusive epidemioldgicas, o fator que mais
vem sendo apontado, recentemente, como fator de susceptibilidade ao risco de
desenvolvimento da DP, depois da idade, € o género, sendo o masculino 0 mais
propenso. Relatérios de proporcdo na incidéncia de DP entre populacdes
masculinas e femininas tém taxas variando de 1,37 a 3,7 (TAYLOR, COOK e
COUNSELL, 2007).

O trabalho de CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2007 mostrou impactos
relativos ao sexo no padrédo de expressdo para diversos genes em neurdnios
dopaminérgicos, assim como o efeito da DP nesses mesmos neurbnios.Neste
trabalho, foram identificados conjuntos de cerca de 120 genes supra regulados nas
mulheres em relagdo aos homens, e aproximadamente mais de 2.000 genes supra
regulados nos homens, em comparagdo as mulheres (Figura 3). Nao
surpreendentemente, os genes com a maior diferenga de magnitude na expressao

estavam ligados aos cromossomos X e Y, muito embora a maioria dos genes
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especificamente relacionados com o fator de género identificados, ndo estejam
ligados a cromossomos sexuais e pouco implicados em estudos a priori, em
diferencas de género no cérebro humano (CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2007).

Figura 3: Agrupamento hierarquico em amostras normalizadas por medianas usando correlagéo de
cosseno com ligagao completa realizado em todas as amostras para determinar o agrupamento de
genes e para melhor visualizar diferencas nos perfis de expressao entre os pacientes com DP e os
controles saudaveis, independentemente de seu género (painel A, Doenca); e entre os
sujeitos femininos e masculinos independentemente do seu estado de doenca
(painel B, Sexo).
Fonte: CANTUTI-CASTELVETRI et al. (2007)

Outro grande fator de impacto nessa discrepancia sdo os hormoénios
gonadais, uma vez que, além de desempenhar um papel de suma importancia no
desenvolvimento estrutural e funcional do cérebro, tem se mostrado objeto de

estudo para compreensao de seu papel em doengas neurodegenerativas e, até
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mesmo, com recentes utilizagdes de terapias baseadas em estrogeno, para alivio
dos sintomas iniciais da DP (GILLIES et al., 2014).

O impacto dos horménios gonadais vem sendo verificado ainda em estudos
de casos clinicos em pacientes, como nos principais animais modelos utilizados em
pesquisas relacionadas a DP, tais como primatas ndo humanos, ratos e
camundongos, onde foram mostradas diferengas, tanto na perda de neurdnios,
como na sua morfologia, consideradas as devidas limitacbes dos respectivos
modelos para a compreensao do quadro mais geral da DP em populagbes de
ambos os sexos (LERANTH et al., 2000).

3.1.3 Animais modelo

De acordo com STOKER (2018), os 3 principais grupos mais utilizados como
modelos de doengas humanas sao: roedores, primatas ndo humanos e espécies
nao mamiferas (Figura 4). Cada um deles tem vantagens e limitagdes, com relagao
a especificidades dos mais variados estudos, tais como o fato de roedores serem
amplamente estudados em campos biomédicos, porque sdo convenientes para
cuidar em condigdes de laboratorio e tém protocolos experimentais robustos
associados, incluindo diferentes formas de administracdo de drogas, geragédo de
cepas transgénicas e avaliagdes comportamentais (STOKER, 2018).

Em comparacgao, os primatas ndo humanos sao maiores, tém uma vida util
mais longa, requerem cuidados mais exigentes, incorrem em custos mais elevados
e envolvem consideragdes éticas mais complexas, fatores estes que pesam na
determinando do uso destas espécies. Nenhum desses modelos reproduz
perfeitamente a neuropatologia da DP, bem como néo replica com exatiddo o
quadro clinico de pacientes, no entanto, a heterogeneidade desses modelos pode
ser vista como uma vantagem, uma vez que um diagndstico clinico de DP reflete um
grupo heterogéneo de pacientes com diferengas no inicio, progressao, sintomas e
neuropatologia (STOKER, 2018).
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= Primata nao-humano
m Nao-mamifero
= Rato

Camundongo

Figura 4: Proporgéo de animais modelos usados em 23,000 artigos de pesquisa sobre Doenca
de Parkinson de Janeiro de 1990 a Junho de 2018.
Fonte: STOKER (2018)

A genética é um fator que desempenha um papel importante na patogénese
da DP, onde mutagdes causadoras de doencgas foram identificadas por meio de
analises em DP familiar, assim como fatores de risco genéticos para DP idiopatica.
Por meio de analises de associagcdo em pacientes e controles, observa-se que a
maioria dos modelos genéticos sé foi eficaz na reprodugdo de algumas das marcas
registradas da DP, como por exemplo, 0 modelo para a mutagdo LRRK2, onde ratos
e camundongos transgénicos apresentam pouca neurodegeneragao dopaminérgica
e auséncia de deficiéncias motoras. O desenvolvimento de novas ferramentas
genéticas, no entanto, permite a geragcao de novos modelos baseados na genética
(STOKER, 2018).

Apesar de novas descobertas relacionadas aos fatores genéticos na DP, os
fatores epigenéticos ndo podem ser menosprezados, uma vez que o quadro de
Parkinson se desenvolve também com interagdes de uma série de fatores
ambientais. Até mesmo diferencas de género sido preservadas também nas
interacdes entre fatores ambientais, onde observou-se que a exposi¢ao pré-natal,

por exemplo, a pesticidas, aumenta a vulnerabilidade dos homens, mas ndo das
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mulheres, a neurotdxicos dopaminérgicos mais tarde na vida (BARLOW et al.,
2004).

3.1.4 Influéncia ambiental

Sendo uma doenca com causas multifatoriais, a doenca de Parkinson tem
tido suas causas exploradas em estudos com metais pesados, herbicidas, aguas de
pocos e diversos outros componentes ambientais, além da associagcao de habitos,
como ingestao de cafeina e fumo, entre medidas protetivas, com potencial de
diminuicdo de risco de desenvolvimento de DP (Figura 5). Ademais, foi apontada
uma associacdo entre pesticidas e DP, onde demonstrou-se uma associagao
aumentada com a exposicao profissional a pesticidas em homens e DP de inicio
tardio, hipotese reforgada por numerosos relatérios subsequentes, sugerindo que
tais agentes ambientais produzem perda de neurénios em animais. (ELBAZ et al.,
2009)

Etiologias da doenga de Parkinson
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Figura 5: Etiologias da DP: interacéo biolégica entre fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais.
Fonte: JANKOVIC e TAN (2020)

Estas interagdes, entre essas diversas variaveis, contribuem para a “multiple
hit hypothesis”, que argumenta a interacdo de varios fatores de risco, incluindo
predisposicdo genética, exposicdo a toxinas, envelhecimento e outros fatores
potencialmente desconhecidos, interagindo para produzir a sindrome conhecida
como Doencga de Parkinson. (CARVEY, PUNATI e NEWMAN, 2006)

3.2 Bancos de Dados

Com uma etiologia diversa e complexa, esforgos e colaboragdes de diversos
pesquisadores tém buscado criar recursos de pesquisa relacionados a DP. Em
meados de 2009, criou-se um banco de dados de genes e variagdes genéticas
relacionados a DP chamado PDbase, utilizando a substancia nigra (SN) em DP e
tecidos normais (Yang, 2009),. Existe também o ParkDB, um banco de expresséao
génica que contém um conjunto completo de dados de microarray com curadoria e
anotados. Estes recursos permitem que os pesquisadores identifiquem e comparem
as assinaturas de expressido envolvidas na DP e na diferenciacdo de neurdnios
dopaminérgicos, em diferentes condigdes biologicas e entre espécies (TACCIOLI et
al., 2011).

Fundagcbes como a The Michael J. Fox Foundation também tem
disponibilizado ferramentas e bases de dados gratuitamente para pesquisas
cientificas. Dentro dessa perspectiva, o presente trabalho se ateve a analise dos
dados dispostos no GEOdatabase, uma vez que as bases de dados estavam
disponiveis publicamente, gratuitamente, com facilidade de acesso via web em
browsers comuns, como Google Chrome, e sem a necessidade de qualquer tipo de

cadastro.
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3.2.1 NCBl e GEO

O National Center for Biotechnology Information (NCBI) possui diferentes
bancos de dados integrados, entre eles, o BioProjects, que constitue um
meta-recurso para dados biolégicos depositados em repositérios de arquivos
mantidos por membros da International Nucleotide SequenceDatabase Consortium
(INSDC), que inclui o DNA DataBank do Japao (DDBJ), o European Nucleotide
Archive (ENA) do European Molecular Biology Laboratory (EMBL) e o GenBank do
NCBI (Lopez-Crisosto, 2021).

O NCBI também possui um banco de dados de bioinformatica que fornece
um repositorio publico para dados de sequenciamento de DNA e RNA, como um
armazenamento para dados brutos de sequenciamento gerados por tecnologias de
préxima geragao, incluindo llumina, lonTorrent, Complete Genomics, entre outras
plataformas de sequenciamento. Atualmente o NCBI armazena mais de 3 milhdes
de estudos, cobrindo mais de 8,6 milhdes de amostras, incluindo 2.597.223
experimentos de acesso publico e outros 674.522 estudos controlados.

O GEO é um repositério de dados gendmicos funcional, internacional e
publico que arquiva e distribui gratuitamente microarrays, sequenciamentos de
proxima geracdo e outras formas de dados gendmicos funcionais de alto
desempenho, oferecendo suporte a envios de dados em conformidade com o
padrdao “Informacbes minimas sobre um experimento de microarray” (do inglés
‘Minimum Information About a Microarray Experiment - MIAME’) (BARRETT et al.,
2008)

Dados baseados em matriz e sequéncia também sao aceitos, além de serem
fornecidas ferramentas para ajudar os usuarios a consultar, analisar e fazer o
download de experimentos e perfis de expressao génica para fins como curadoria.
Hoje, o repositoério conta com mais de 5 milhdes de amostras, oriundas de diversos
organismos, das quais 4.510.937 sao publicas, dentro de uma variedade de
tecnologias distribuidas entre variados estudos, tais como perfil de expresséo

génica, perfil de metilagdo por array, entre outros (BARRETT et al., 2012).


https://context.reverso.net/traducao/portugues-ingles/perfil+de+express%C3%A3o+g%C3%AAnica
https://context.reverso.net/traducao/portugues-ingles/perfil+de+express%C3%A3o+g%C3%AAnica
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3.2.2 Tipos de tecnologias arquivadas

Tecnologias de sequenciamento tém proporcionado desenvolvimento de
plataformas de sequenciamento de alto rendimento e baixo custo além de novas
abordagens de sequenciamento rapido e de baixo custo que ndo apenas causam
mudanga no cenario de projetos de sequenciamento de genomas, mas também
trazem oportunidades para sequenciamento em uma variedade de formas
inovadoras para aplicacdo dessas tecnologias que estdo sendo desenvolvidas.Ao
longo dos anos, viu-se tecnologias de préxima geragdo sendo aplicadas em uma
diversidade de contextos, incluindo sequenciamento de todo o genoma,
re-sequenciamento de genomas por variagdes, perfilamento de mRNAs e outros
RNAs pequenos e néo codificantes, avaliagcdo de proteinas de ligacdo ao DNA e
estruturas de cromatina e detec¢ao de padrbes de metilagdo. Técnicas tradicionais
como microarray em aplicagdes de gendmica funcional, vem sendo desafiadas
pelas técnicas de sequenciamento de proxima geragao de alto rendimento.(ZHOU et
al., 2010)

O RNA-Seq, por exemplo, € uma abordagem desenvolvida recentemente
para o perfilamento de transcriptoma que usa tecnologias de sequenciamento
profundo.Utilizando este método alguns estudos ja alteraram nossa visdo da
extensdo e complexidade dos transcriptomas eucaridticos. Essa abordagem
também fornece uma medi¢ao muito mais precisa dos niveis de transcritos e suas
isoformas do que outros métodos.Tendo em vista a importancia do transcriptoma
para interpretar os elementos funcionais do genoma e revelar constituintes
moleculares das células, tecidos além da importadncia para compreender o
desenvolvimento e doengas (como DP,por exemplo), abordagens transcriptdmicas
tém como alguns de seus objetivos: “catalogar todas as espécies de transcritos,
incluindo mMRNAs, RNAs nao codificantes e pequenos RNAs; para determinar a
estrutura transcricional dos genes, em termos de seus locais de inicio, extremidades
5 'e 3', padrbes de splicing e outras modificagdes pds-transcricionais; e quantificar
os niveis de expressao variaveis de cada transcricdo durante o desenvolvimento e
sob diferentes condi¢des”.Em contraste com os métodos de microarray, as
abordagens baseadas em sequéncia determinam diretamente a sequéncia do
cDNA.(WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009)
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Como descreve Dopazo et al. (2001): “a utilizagdo de tecnologias de array de
DNA de alta densidade para monitorar a transcricao de genes tém tido impacto nas
mudancgas de paradigma na biologia. Grande parte dos grupos de pesquisa agora
tém a capacidade de medir a expressdo de uma significativa propor¢ao do genoma
humano em um uUnico experimento,como resultado um volume sem precedentes de
dados vem sendo disponibilizado para a comunidade cientifica. Como
consequéncia, armazenamento, analise e interpretacdo desta informacao
apresentam um grande desafio”.Bancos de dados como o GEO descrevem que
continuam a ter o perfil de expressao por array como tipo de estudo submetido mais
comum,em uma ordem de magnitude, embora sua taxa de crescimento esteja
diminuindo. As taxas de envio de sequéncia de proxima geragédo tém aumentado
rapidamente desde 2008, sendo que curiosamente, meétodos como a
imunoprecipitacdo da cromatina por sequenciamento estdo aumentando de modo
que agora sdo submetidos a uma frequéncia mais alta do que o chip ChIP de sua
contraparte baseado em array.(BARRETT et al., 2008)"

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Levantamento das bases de dados e escolha do GEO

Durante a pesquisa sobre bases de dados com buscadores usuais, como
Google e Bing, foram encontradas bases de dados, tais como o PDbase: um banco
de dados de genes relacionados a doenga de Parkinson e variagdo genética usando
substantia nigra (YANG et al., 2009). O PDbase esta disponivel gratuitamente em
http://bioportal.kobic.re.kr/PDbase/ e as listas de genes relacionados a DP geradas
podem ser encontradas em http://diseasome.kobic.re.kr/, no entanto, nenhum
desses links foi acessado com sucesso em browsers comuns neste presente
trabalho. Fato semelhante ocorreu para a base ParkDB (TACCIOLI et al., 2011),
uma base de dados de expressdo génica da doenga de Parkinson, com a URL:

http://www2.cancer.ucl.ac.uk/Parkinson Db2/.

As bases de dados e repositorios de arquivos disponiveis e integradas do

National Center for Biotechnology Information (NCBI), tais como Gene Expression


http://bioportal.kobic.re.kr/PDbase/
http://diseasome.kobic.re.kr/.Nenhum
http://www2.cancer.ucl.ac.uk/Parkinson_Db2/
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Omnibus (GEO), BioProject, Sequence Read Archive (SRA), além de publicas e de
facil acesso, oferecem suporte ao armazenamento de dados brutos, dados
processados e metadados que sdo indexados e reticulados. Todos estes dados
estdo disponiveis gratuitamente para download em uma variedade de formatos. O
GEO também fornece varias ferramentas e estratégias baseadas na web, além de
ferramentas e aplicacbes baseadas em R, que auxiliam os usuarios a consultar,
visualizar e analisar os GEOdatasets. Por esta facilidade e quantidade de
informagdes, o presente trabalho concentrou-se em bases de dados disponiveis em

https://www.ncbi.nlm.nih.qov/ads/.

4.2 Extragcao manual de dados disponiveis

Apo6s a escolha de uma série de palavras chaves, tais como “Parkinson” e
‘Parkinson disease”, todos os projetos apresentados entre os resultados da
pesquisa no repositério GEO DataSets do NCBI foram selecionados e checados
quanto ao conteudo de suas informacdes disponiveis e relevantes para o presente
trabalho.

Um levantamento manual foi realizado inicialmente com todos os trabalhos
elencados no resultado da pesquisa no GEO DataSets, considerando dados como:
identificadores do repositério BioProject, publicacbes (caso houvessem) e
respectivos identificadores PMID, “highlights” destacados dos projetos, acessos do
GEO, identificadores do SRA, organismos dos projetos, linhagens celulares, tipos de
dados, tipos de tecnologia, plataformas utilizadas nos experimentos, quantidades de
amostras e de condi¢des, tipos de tecidos e células, quantidades de amostras
femininas e masculinas, caso presentes e auséncia, ou presenca de informacao de
idade, etnia e informacgdes sobre identificagdo de controle e paciente em amostras,
além de suas respectivas quantidades.

Para garantir a relevancia dos projetos de DP, foi realizada uma nova
curadoria manual através de verificagao de titulo e sumario de trabalhos levantados.
Em seguida, foi elaborada uma tabela atribuindo os trabalhos e suas respectivas
informacgdes, utilizando uma filtragem com critérios baseados nos principais fatores

relacionados para visualizar as informagdes de projetos diretamente relacionados


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/
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com a DP (como os que apresentam genes, substancias, tecidos entre outros
fatores correlacionados) e submeté-los a uma analise exploratéria de dados

disponiveis.

4.3 Montagem de planilha e analise exploratéria de dados

Estatistica Descritiva € uma das etapas iniciais de analises de dados e
constitui-se do ramo da Estatistica que implementa técnicas para descricao,
organizagéo e resumo de um conjunto de dados. Assim sendo, explora-se, dentre
outros assuntos, medidas como as de posicado (média, moda e mediana) e de
dispersédo (variancia, desvio padrado,amplitude, etc.), assim como avaliagbes de
ordem qualitativa. Para tal fim, foi realizada uma montagem de tabela manualmente,
através do Planilhas Google, um programa de planilhas gratuito e online incluido
como parte do pacote de Editores do Google Docs, oferecido pelo Google. As
analises exploratérias de dados e geragdo de graficos foram realizadas por
programas e ferramentas graficas do proprio Google Sheets e utilizando a
linguagem Python (Vers&o 3.7.4) de programagdo, com utilizacdo da biblioteca
pandas via Google Colab e com utilizacdo do BioRender para finalizagdo das

ilustracoes.

4.4 Resultado das buscas e visualizagao das informagoes disponiveis

Na utilizacdo de diferentes palavras-chaves foram obtidas quantidades
diferentes de trabalhos e dados de amostras associadas a pesquisa no banco de
dados do GEO, onde foram obtidos os seguintes resultados para: "Parkinson", 298;
"Parkinson RNA", 124; " Parkinson RNA seq", 32; "Parkinson ncRNA", 28;
"Parkinson neuron”, 30; "Parkinson DNA", 27 e “Parkinson disease’, 3916.

A consulta com a palavra-chave “Parkinson disease” retornou o maior
numero de resultados e abrange trabalhos encontrados nas demais. Dessa forma,
todos eles foram utilizados para composi¢cao da tabela, excluindo dai aqueles que
nao tinham relagdo com Parkinson, mas que existiam pela relagdo com o nome do

autor, de trabalhos diferentes, mas com amostras de mesmos repositérios, ou por
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qualquer outra anomalia, por exemplo, a do projeto com identificador PRINA513339
(publicado por, Camunas-Soler J,2020), que trata de disfungdes fisioldégicas em
diabetes. Para isso, foi realizada uma busca pelo termo “Parkinson disease” nos
titulos e sumarios dos trabalhos..

Foram encontrados 458 resultados para o termo “Parkinson Disease”
(Titulo+sumario) selecionados para tabela, com 384 no Sumario e 74 trabalhos com
“Parkinson disease” no titulo. Aplicando o filtro final, foi realizada a selegcao dos
trabalhos onde a DP era apenas mencionada como um impacto secundario da
pesquisa descrita, e ndo constava nenhum dos fatores de impacto e relevancia para

DP, previamente descritos neste trabalho, restando um total de 365 projetos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Anadlise das informagdes gerais extraidas

Dos 365 projetos da curadoria final, 274 (75,1%) encontravam-se com
alguma publicagcdo associada, enquanto 91 (24,9%) encontravam-se sem qualquer
publicagdo (Figura 6). Segundo o critério previamente estabelecido em
Lopez-Crisosto et al. (2021), a qualidade dos dados foi considerada alta em 240
(65,8%) projetos e baixa em 125 (34,2%), uma vez que satisfaziam o critério minimo
de pelo menos 3 amostras para cada condi¢cédo estudada (Figura 7). Todos os 365
trabalhos apresentavam os respectivos acessos do GEO linkados em seus projetos
e 183 apresentavam link para os respectivos “arquivos de reads de sequéncia” (do

inglés, Sequence Read Archive - SRA).
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Figura 6: Porcentagem de BioProjects com publicagb6es associadas e sem publicagao
associada
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Qualidade dos dados
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» Alta qualidade - Baixa qualidade

Figura 7: Porcentagem de BioProjects com dados de alta e baixa qualidade
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Inicialmente foram encontradas 20 espécies diferentes entre os resultados da
pesquisa com “Parkinson disease”, sendo estas: Homo sapiens (3626), Mus
musculus (213), Drosophila melanogaster (42), Rattus norvegicus (29), Danio rerio
(5), Caenorhabditis elegans (5), synthetic construct (Constructo sintético amostral de
Homo sapiens e Mus Musculus) (5), Microcebus murinus (4), Callithrix jacchus (3),

Saccharomyces cerevisiae (3), Macaca fascicularis (2), Mesocricetus auratus (2),
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Ovis aries (2), Gallus gallus (2), Macaca mulatta (1), Chlorocebus sabaeus (1),
Rattus rattus (1), Nannospalax galili (1), Tupaia belangeri (1) e Bos indicus (1).

Com a curadoria final, onde apenas os 365 trabalhos com “Parkinson
disease” mencionado ao menos no sumario, e cujo impacto nao fosse secundario ou
nao envolvesse nenhum dos fatores de impacto para DP, obtivemos uma
diversidade menor, onde encontramos uma maior ocorréncia de Homo sapiens com
233, representando 63,5% do total dentre a espécies encontradas; Mus musculus,
com 94 ocorréncias, representando 25,6%; Rattus norvegicus, com 17 (4,6%);
Drosophila melanogaster, com 6 ocorréncias (1,5%) e uma variedade menor de
outras espécies, com poucas ocorréncias, representando 4,6% do total de 367
espécies descritas (Figura 8). Ressalta-se que mais de uma espécie pdde ser
observada em um mesmo projeto, como observado no BioProject de identificar
PRJNA101815 (publicado em BRUG et al., 2008).

Espécies

* Homo sapiens

* Mus musculus
Drosophila melanogaster
Rattus norvegicus
Outros

Figura 8: Principais espécies das 367 encontradas nos projetos extraidos do GEO dataset.
Fonte: AUTORIA PROPRIA

A proporgao de espécies encontradas ndo divergiu muito das descritas em
trabalhos anteriores e em outras bases de dados como o ParkDB, no entanto,
nota-se uma proporgao inferior de primatas ndo-humanos (presentes em apenas 4,

dos 365 projetos), que sdao comumente utilizados para avaliagdo pré-clinica de
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terapias, além de fornecerem informagdes valiosas sobre a patologia da DP, devido
a sua semelhanga anatdbmica e genética com os humanos, como demonstrado em
Grow, McCarrey e Navara (2016).

Muito se argumenta que diversificar os modelos animais pode ajudar a
compreender varios subtipos de DP e desenvolver tratamentos personalizados, no
entanto, trabalhos como o descrito no BioProject de identificador PRJNA698999
(publicado em MONZON-SANDOVAL et al., 2020), argumentam que para
comparagdo da variagdo da expressdo génica em populagdes humana e de
camundongo de substancia nigra pars compacta (SNpc), ha uma grande
necessidade de estudos 6micos com foco humano.

Os tipos de dados “Gmicos” encontrados foram: 269 de Transcriptoma,
representando 73,7%; 34 de Epigenoma (9,3%); 9 de Proteoma (2,5%); 7 de
Genoma (1,9%) e 34, representando 12,6%, de uma variagao de outros, que podiam

incluir amostras de diferentes tipos dos anteriormente citados (Figura 9).

Tipo de dado

e Transcriptoma
Genoma
Epigenoma

* Proteoma

e Qutros

9,3%

1,9%

Figura 9: Principais tipos de dados “6micos” encontrados entre os 365 projetos

Fonte: AUTORIA PROPRIA

Dados de transcriptoma tem contribuido para identificacdo de diferengas
significativas entre tipos de células e tecidos celulares, como observado no
BioProject de identificador PRJNA434419 (publicado em SCHULZE et al., 2018),

bem como na compreensao das marcas patolégicas da DP, identificagdo de vias
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moleculares (PRJNA132861, publicado em ZHENG et al., 2010) e possiveis
biomarcadores (PRIJNA556869).

Um enfoque crescente no estudo do papel de RNAs nao codificantes em
diferentes aspectos da DP também contribui para essa maior representagao, muito
embora uma maior variabilidade na disponibilidade de dados de qualidade dos
demais tipos de dados “6micos” seja desejavel, uma vez que dados protebmicos,
por exemplo, que representam apenas 2,5% do total encontrado entre os projetos,
tém demonstrado potencial para identificacdo de biomarcadores e no diagndstico da
doenga de Parkinson em estagio inicial usando autoanticorpos (PRJNA263674,
publicado em DEMARSHALL et al., 2015).

Embora nem todas as técnicas estivessem detalhadas nas paginas de
acesso utilizadas, foram encontrados diversos tipos de arrays, tais como perfil de
expressao, perfil de RNA nao codificante e perfil de metilacdo. Deste modo, dentre
os projetos da curadoria final, as técnicas com maior ocorréncia foram de array com
163 ocorréncias, representando 52,9%; RNA-Seq com 103 (33,4%), Bisulfite-Seq
com 19 (6,1%); ChlP-Seq com 8 (2,6%); e uma série de ocorréncias menores de
outros, como por exemplo, ATAC-seq e MeDIP-Seq, representando conjuntamente
4,8% do total (Figura 10).

Tecnologias

e Array

* RNA-Seq
Outros

* Bisulfite-Seq
ChlIP-Seq

Figura 10: Principais tecnologias utilizadas nas experimentagées das 308 descritas entre os
projetos
Fonte: AUTORIA PROPRIA
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O GEO aceita dados de sequéncia para estudos que examinam expressao
génica com uso de RNA-Seq, regulagdo génica e epigendmica com uso, por
exemplo, de ChIP-Seq e metil-Seq, ou outros estudos em que se deseja medir
alguma forma de abundéancia ou caracterizagado de sequéncia. Apesar do crescente
numero de estudos selecionados e liberados pelo GEO, ainda assim observa-se
uma significativa auséncia de dados brutos contendo as leituras de sequéncia
original.

O GEO hospeda os arquivos de dados processados junto com amostras e
metadados de estudo onde séo intermediados e vinculados ao banco de dados
Sequence Read Archive (SRA) do NCBI. Os respectivos identificadores que
concedem acesso ao SRA s6 estavam presentes em 183, ou seja, quase metade
deles nao tinham esses dados brutos acessiveis, o que pode ser considerado um
ponto negativo, uma vez que impede a verificagdo e comparagao destes dados com
demais experimentos semelhantes ou de interesse para fins de esclarecimento da
DP, além de que, como previamente mencionado, novas tecnologias com resultados
acessiveis podem contribuir para o melhoramento de organismos modelo para
estudos de DP.

Nem todos os projetos apresentavam os tecidos e seus respectivos tipos na
descrigdo, assim como, nem sempre com precisdo na classificagéo histolégica ou
mesmo padronizagdo na nomenclatura, onde pode-se encontrar desde descrigboes
referentes apenas ao cérebro, como as regides do encéfalo (cerebelo, substantia
nigra, cortex, entre outras) ou tipos celulares e cortes histolégicos. Sendo assim,
para carater de levantamento geral dos diferentes tipos de tecidos, uma
nomenclatura geral foi utilizada para os tecidos de mesma fonte histolégica.

No geral, dentre os projetos que descreviam seus respectivos tecidos,
obteve-se uma grande variedade de tecidos e nomenclaturas, apesar de alguns
desses terem uma frequéncia muito baixa de ocorréncias, por isso, foram agrupados
como “outros”. Das principais ocorréncias, observou-se o tecido cerebral com 158
ocorréncias, representando 73,0%; sanguineo com 22 (10,00%); oriundo de células

tronco pluripotente induzidas com 7 (3,2%); demais tecidos, como por exemplo
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testiculos, bulbo olfativo e rim, tiveram baixa frequéncia (1 ou 2 projetos) e foram
agregados. Esses demais tecidos representaram 12,8% do total verificado nos
projetos (Figura 11).

Sendo uma doencga neurodegenerativa, € esperado que a maioria dos dados
sejam oriundos de diferentes células do tecido nervoso, ressaltando mais uma vez
que a falta de padronizacdo na nomenclatura, uma vez que nem sempre
classificagdes histologicas sao apresentadas, pode gerar uma dificuldade para
levantamento de dados em pesquisas relacionadas, que visam esclarecer pontos

sobre o funcionamento dos mesmos tecidos na DP.

Tecidos

e Cérebro

e Outros
iPSC

e Sangue

Figura 11: Principais tecidos do total de 219 encontrados nas descricdes entre os 365
BioProjects
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Mesmo com a maioria oriunda de tecidos cerebrais, pesquisas recentes tém
se voltado, tanto para aspectos imunogenéticos da DP, como para para potenciais
terapias com células tronco que tém se mostrado promissoras (STOKER, 2018). Tal
fato ressalta a importancia de acesso a dados de qualidade de demais tecidos que
aqui representaram menos de 30% dos projetos (dos quais células de origem

sanguinea e células tronco representaram menos de 15%).
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5.2. Andlise das 3 principais espécies presentes

Sendo a populagdo humana a populagao de maior interesse em estudos com
DP, para fins de melhor compreenséao diagndstica, desenvolvimento de tratamentos
e medicamentos, encontra-se, como esperado, esta espécie com a maior
representacdo entre os 365 projetos (63,5%), seguida de camundongos (Mus
musculus, 23,6%) e ratos (Rattus novergicus, 4,6%), que sdo também alguns dos
principais organismos modelo utilizados para essa doenga.Estes roedores foram os
mamiferos ndo humanos mais utilizados em pesquisas sobre DP nos ultimos 28
anos, representando 85% dos 23.000 trabalhos descritos entre 1990 e 2018, como
descreve a literatura em Stoker (2018).
Nesta secao analisamos os dados presentes nessas 3 principais espécies,
uma vez que representam as mais utilizadas nos experimentos, com mais de 90%

dos 365 projetos curados no presente trabalho.

5.2.1 Homo sapiens

Com a maior frequéncia entre as espécies verificadas nos projetos (63,5%) e
sendo a principal espécie alvo de estudos, diagnostico e tratamento, verificamos os
principais tecidos e tipos moleculares utilizadas nos projetos, assim como a
presenca ou auséncia de informagao referente a género, idade e etnia de
espécimes elencadas nos respectivos projeto.

Nos tecidos presentes para os projetos com amostras oriundas de seres
humanos, observou-se, dentre os que disponibilizaram a informacédo na descric¢ao,
75 projetos contendo tecidos cerebrais, representando 61,0%; 21 apresentando
tecidos sanguineos (17,1%); 7 oriundos de células tronco pluripotente induzidas
(5,7%) e um conjunto de outros 20, com frequéncia menor e oriundos, por exemplo,

de tecidos musculares (16,2%) (Figura 12).
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Tecidos

* Cérebro

¢ Qutros
iPSC

* Sangue

Figura 12: Principais tecidos encontrados do total de 123 descritos entre os projetos de
experimentos com Homo sapiens
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Como anteriormente abordado, observa-se aqui também a predominéancia de
tecidos cerebrais, mas também um aumento na propor¢cédo de experimentos com
amostras teciduais sanguineas e oriundas de células tronco, os aspectos
moleculares e imunogenéticos tém se tornando alvo de estudos para fins, inclusive,
de avaliagdo terapéutica, como observado no BioProject de identificador
PRJNA167759, onde foi avaliado o perfil de expressao de microRNA (miRNA) de
leucdcitos sanguineos de pacientes com doenga de Parkinson (DP) pré e
pos-tratamento de estimulacdo cerebral profunda e de voluntarios saudaveis.
Dados de projetos como esse, por exemplo, ndo encontravam-se publicados ou
ligados a repositorios de dados brutos como SRA. Tais circunstancias dificultam
a proposta de integralidade e utilizagdo de resultados destes experimentos com
as demais pesquisas relacionadas a DP.

Diante da diversidade de tipos moleculares extraidos para experimentacao,
0s principais encontrados entre os projetos, com utilizacdo de amostras de
espécimes humanos, foram de RNA, totalizando 55 ocorréncias (64,3%); DNA
gendémico, com 56 (23,2%); RNA polyA, com 19 (7,9%); proteinas, com 5 (2,1%) e

um conjunto de outros tipos moleculares com ocorréncias menores, representando
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2,5% do total encontrado entre os 233 projetos, com espécimes humanos (Figura
13).

RNAs n&o codificantes tém tido crescente foco no estudo de diversas
patologias,como observado com relagdo aos micro RNAs em Yuan, Ma, Wei, Wu,
Hu e Liu (2013), uma vez que suas diversas fung¢des regulatérias podem ajudar a
contribuir para esclarecimento, tanto do funcionamento, como de possiveis alvos
terapéuticos para doencas como DP, provavelmente uma das razbes para a
extracdo de RNA representar mais de 60% de todas as extracbes para
experimentacéo dos projetos aqui levantados.

Foi relatado que microRNAs (miRNAs) contribuem para a fisiopatologia da
Doenca de Parkinson (DP), sdo uma classe de pequenas moléculas de RNA
implicadas na regulagdo pos-transcricional da expressdo génica durante o
desenvolvimento. Potenciais terapias baseadas em miRNA podem ser uma
ferramenta poderosa para estudar a fungcdo do gene, investigar o mecanismo da
doenca e validar alvos de medicamentos logo, o acesso a dados de qualidade
destes é de extrema importancia (YUAN et al., 2013). Infelizmente, nem todos os
trabalhos detalham em suas descrigdes e acessos linkados, os tipos de RNAs nao
codificantes. Foram encontrados miRNAs mencionados nos titulos de 7 projetos
com humanos, onde apenas um apresentava o respectivo identificador e link de

acesso ao SRA.



40

Tipo molecular
2,1%

RNA polyA
* DNA genomico
* RNA total
* Qutros
¢ Proteina

Figura 13: Principais moléculas extraidas das 241 descritas entre os projetos experimentos
com Homo sapiens
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Dentre as informagdes disponiveis e visualizaveis através da pagina web do
banco de dados sobre o género, idade ou etnia dos espécimes, foram encontradas
118 projetos cujo género era uma informagao ausente e 116, que apresentavam
essa informacdo, representando 50,47% e 49,57%,respectivamente, do total
encontrado entre os 233 projetos com espécimes humanos. A idade foi uma
informagado ausente em amostras de 142 projetos e presente em 91, representando
60,94% e 30,05%, respectivamente. Para a informacéo sobre a etnia, observou-se a
maior diferenga entre presenga e auséncia de todos os levantamentos, com apenas
7 projetos que informaram os respectivos grupos étnicos envolvidos na
amostragem, logo, com uma auséncia de informagao representando 96,98% e

apenas 3,01% apresentando-a (Figura 14).
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Género Idade Etnia
3,01%

49.57% 39,05%

50,47% 60,94%

96,98%
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Figura 14: Presenca (verde) ou auséncia (vermelho) de informagao sobre género,idade e etnia
respectivamente em amostras de Homo sapiens.
Fonte: AUTORIA PROPRIA

A auséncia desses dados em conjuntos de dados publicos sobre DP é de
destaque importante, uma vez que caracteristicas como género e idade sao
reconhecidos como fatores de impacto no risco de desenvolvimento e no progresso
da DP e a etnia, mesmo que para censo demografico, ou descarte de hipoétese num
impacto maior ou menor em populagdes de determinados grupos étnicos, também
seja uma caracteristica amostral de importante destaque. Tamanho é o impacto do
sexo, por exemplo, que estudos recentes tem levantado o efeito do género na
qualidade do RNA e na quantidade total de RNA extraido post mortem
(CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2007). Logo, certas particularidades moleculares
especificas do sexo podem influenciar as conclusdes de analises originais e

posteriores, ressaltando a importancia dessa informacéo.

5.2.2 Mus musculus

Mus musculus é a espécie mamifera ndo-humana mais utilizada nos

trabalhos visualizados na base dados do GEO, representando 23,6% dos 365
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projetos. Também verificamos os principais tecidos, tipos de moléculas extraidas
para experimentacdo e a presenga ou auséncia de informacbes referentes ao
género, a idade e raga destes roedores.

Nos camundongos, os principais tecidos também foram oriundos do cérebro,
com a diferenca principal em comparacdo as amostras humanas de uma
representacdo maior de amostras renais. No geral, foram visualizados 65 projetos
com descricao de tecidos cerebrais, representando 89% do total de projetos com
tecidos descritos e amostras oriundas de camundongos; com células renais,
verificou-se a ocorréncia de 3 projetos (4,1%), enquanto nos humanos,
representavam apenas 1 projeto; e apenas 1 projeto (1,4%) contendo amostras
oriundas de tecido sanguineo, além de outros 4 tecidos representando, em conjunto,

5,5% do total de projetos (Figura 15).

Tecidos

e Cérebro

e Qutros
Rim

e Sangue

Figura 15: Principais tecidos encontrados dos 73 descritos entre os BioProjects de
experimentos com Mus musculus
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Os principais tipos moleculares extraidos para experimentacdo encontrados
entre os projetos, com utilizacdo de amostras de espécimes de camundongos
foram: RNA total, com 80, representando 85,1%; DNA gendémico com 7 (7,4%);
RNA polyA com 6 (6,4%) e 1 projeto com RNA nuclear, (1,1%) do total de tecidos

descritos em projetos levantados para esta espécie (Figura 16).
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Figura 16: Principais moléculas extraidas das 94 descritas entre os projetos de experimentos
com Mus musculus
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Observa-se também uma super representacado da extragdo do RNA total, no
entanto, informagdes mais especificas sobre os tipos de RNA sdo ainda mais
escassas até na titulacdo dos trabalhos com esta espécie, sendo mencionados 1
microRNA e 1 RNA longos n&o codificantes.

Dentre as informacdes disponiveis e visualizaveis através da pagina web do
banco de dados sobre o género, idade ou etnia dos espécimes, cujas amostras sao
originarias de camundongos, foram encontradas 66, cujo género era uma
informagdo ausente e 28, que apresentavam essa informacgao, representando
69,56% e 30,43%, respectivamente, do total de 94 projetos que utilizavam esta
espécie. A idade foi uma informagcdo ausente em amostras de 56 projetos e
presente em 38, representando 59,13% e 40,86%, respectivamente. Para a
informagdo sobre a raga dos camundongos, observou-se 64 projetos que né&o
informaram os respectivos grupos envolvidos na amostragem e 30 que
apresentavam, representando 67,74% e 32,35% do total, respectivamente (Figura
17).
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Figura 17: Presenca (verde) ou auséncia (vermelho) de informagéao sobre idade, género e etnia
respectivamente em amostras de Mus musculus.
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Devido as limitagées ja mencionadas destes animais modelos, informacdes
como a linhagem (raca/etnia) sdo importantes para melhor compreensao e
desenvolvimentos destes modelos. Assim como a disponibilizacao de dados brutos
linkados com respectivo identificador SRA, que aqui estavam ausentes em 51, dos
mais de 90 projetos em que esta espécie foi utilizada, também tém suma
importancia para melhoramento de analises em organismos modelos para fins de

estudos parkinsonianos.

5.2.3 Rattus norvegicus

Todos os tipos de tecidos visualizados nos projetos que descreviam tal
informagdo em seus acessos para os BioProjects desta espécie continham tecidos
de diferentes regides do cérebro (tais como striatum, com 7 ocorréncias e cortex
frontal, com apenas 1), onde demais projetos, quando mencionaram o tecido,
referiam-se apenas como oriundo do "cérebro", tornando desnecessaria uma

representacdo grafica. Aqui mais uma vez ressalta-se a importancia de uma


https://context.reverso.net/traducao/portugues-ingles/striatum
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padronizagdo quanto a exigéncia de nomenclaturas de carater histologico, para
facilitacdo de busca, curadoria e selecdo amostral para futuras pesquisas e
colaboracdes com estas bases de dados.

Quanto aos tipos de moléculas extraidas de espécimes de ratos, as principais
nao divergiram das demais espécies, sendo RNA total também o de maior
ocorréncia com 14 dos 17 projetos, representando 82,4%; DNA gendbmico com 2

ocorréncias (11,8%) e RNA polyA, com apenas 1 uma ocorréncia (5,9%) (Figura 18).

Tipo Molecular

11,8% * DNA genomico
RNA polyA

5,0% * RNA total

82,4%

Figura 18: Principais moléculas extraidas das 17 descritas entre projetos de experimentos
com Rattus novergicus.
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Dentre as informacdes disponiveis e visualizaveis através da pagina web do
banco de dados sobre o género, idade ou etnia dos espécimes, cujas amostras sao
originarias ratos, foram encontradas 9, cujo género era uma informacao ausente e 8
que apresentavam essa informacéao, representando 52,94% e 47,05%, do total de
17, respectivamente.

A idade foi uma informacao ausente em amostras de 13 projetos e presente
em 4, representando 76,47% e 23,52%, respectivamente. Para a informacao sobre
a raga dos camundongos, observou-se em 9 projetos que nao informaram os
respectivos grupos envolvidos na amostragem e 8 que apresentavam,

representando 52,94% e 47,05% do total, respectivamente (Figura 19).
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Figura 19: Presenca (verde) ou auséncia (vermelho) de informagao sobre idade, género e etnia
respectivamente em amostras de Rattus norvegicus.
Fonte: AUTORIA PROPRIA

Por fim ressalta-se novamente a importancia da identificagao das respectivas
linhagens de animais modelos e a disponibilizagdo de dados brutos de
sequenciamento, onde aqui, dos 17 projetos apenas 3 encontravam-se com SRA

presente nas respectivas paginas web.
6 CONSIDERACOES FINAIS E TRABALHOS FUTUROS

Para auxiliar na compreensado da patologia e da complexidade de causas
multifatoriais da DP, diversas ferramentas, tais como bases de dados e recursos de
informacgdes integrados tém sido utilizados com mais frequéncia nessas pesquisas.
Uma vez que estas ferramentas sdo disponibilizadas, compreender a extensao e
funcionamento destas, a fim de inclusive tratar de seu aprimoramento, torna-se de
suma importancia.

As informagdes disponiveis no GEO tem diversidade quanto aos dados como
tecidos, espécies, tipos moleculares, plataformas e tecnologias utilizadas para fins
de experimentagado. Foi observado, no entanto, uma predominancia de espécies tais

como humanos e roedores, ndo muito divergente do encontrado nos trabalhos dos
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ultimos anos, bem como a predominancia de dados de array e de tecidos nervosos,
como descrito em trabalhos prévios, além disso mais de 70% dos trabalhos
levantados contém dados transcriptdmicos oriundos de tipos moleculares com
extracao predominante de RNA.Os conjuntos de dados vém de uma variedade de
origens genéticas e plataformas com diferentes niveis moleculares, tal variabilidade
pode ser considerada um ponto negativo para possiveis meta-analises,
especialmente quando ndao ha uma padronizacdo de nomenclatura, onde um
mesmo tipo celular ou tecidual encontra-se registrado de diferentes formas.

O mesmo observa-se para a variabilidade na disposi¢ao de informacdes nas
paginas web correspondentes aos projetos, o que pode vir a dificultar na acuracia
das respectivas classificagdes e analises, como descreve Lopez-Crisosto et al.
(2021): “Atualmente, a maioria das revistas cientificas precisa carregar os dados
brutos em um banco de dados publico. Ainda assim, na maioria dos casos, nao ha
uma revisdo completa dos metadados da amostra carregada, o que nao permite a
reprodutibilidade correta e deixa de fora dados primarios cruciais, como idade, etnia,
género, entre outros.”.

Tal observagao também ocorre no presente trabalho, uma vez que mais da
metade dos trabalhos nao apresentavam informacgao de género, idade ou etnia para
nenhuma das respectivas espécies descritas. Sendo caracteristicas como idade e
género os maiores fatores de impacto para DP, atualmente ressaltados nas recentes
pesquisas, a descricdo destas nos respectivos projetos e amostras torna-se
importante para proporcionar uma acesso amostral de melhor qualidade para
demais experimentos e outros fins de pesquisas e colaboracgoes.

Quanto aos trabalhos futuros pretende-se:

e Extrair as respectivas quantidades de amostras femininas e masculinas dos
projetos que as tiverem disponiveis para analisa-las;

e Extrair as respectivas quantidades de amostras de controles e casos clinicos
de DP dos projetos que as tiverem disponiveis e analisa-las;

e Levantar os principais RNAs nao codificantes (ncRNA) envolvidos nos
recentes trabalhos em repositérios de dados de Parkinson disponiveis no
GEO.
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