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Abstract

The immune system remodelling occurring with ageing, known as
immunosenescence, contributes to increased susceptibility of the elderly to infectious
diseases, cancer, autoimmunity, and decreased responses to vaccines. This
remodelling is a poorly understood complex process that involves multiple factors. For
instance, we still don’t known about the molecular mechanisms involved in
immunosenescence and how they can be caused by primary problems, such as early
perturbations in biological processes or secondary problems, such as those caused by

a failed response to achieve homeostasis, disturbed by primary problems.

Here we applied a Systems Biology framework to study the remodelling of the
immune system by analysis of blood transcriptional profiles. We aim to understand how
changes in the expression of immune components during life are related to
immunosenescence. To this end, we developed novel methods tailored to identify and
describe pathways and genes serving as biomarker of ageing. We applied these
methods to a massive dataset from 1807 blood samples from healthy subjects gathered

from public gene expression repositories.

We found 56 transcripts correlated with age, which suggests that signal
transduction pathways and cytokines in regulating T lymphocytes, especially regulatory,
are important to cell proliferation and senescence. Coexpression modules related to
innate and adaptive immune system signalling were identified. Changes in global
expression patterns in these modules reveal imbalances in signal transduction
mechanisms regulating the interaction between the innate and adaptive immune
system, probably due to the deregulation of TLR activation pathways and the production
of cytokines induced by NF-kB. We identified changes in these expression profiles
around the age of 30 years and around the age of 55-60 years. These results suggest
that transcriptional changes, that are characteristic of immunosenescence, occur at a

young age and intensify with ageing.



The methodologies developed in this study allowed us to find transcriptional
disorders matching morphological changes described in the literature and enabled us to
identify new transcripts and biological processes not yet associated to
immunosenescence. Such methodologies can be optimized and adapted not only to
higher-quality transcriptomics assessment techniques, such as RNA-Seq, but also to
other levels of biological information, such as metabolomics, proteomics, etc. We expect
that our findings may assist in the comprehension of mechanisms involved in
immunosenescence, and to aid in the creation of interventions capable of beneficial
regulation of remodelling of the immune system during life, allowing the extension of a

life with quality.



Resumo

O remodelamento do sistema imune que acontece durante o envelhecimento,
conhecido como imunossenescéncia, contribui para o aumento da suscetibilidade dos
idosos a doencas infecciosas, cancer, autoimunidade e respostas diminuidas as
vacinas. Esse remodelamento € um processo complexo e envolve multiplos fatores.
Ainda compreendemos pouco sobre os mecanismos moleculares envolvidos na
imunossenescéncia e como eles podem ser causados por problemas primarios,
processos biolégicos que sofrem perturbagdes precoces, e quais deles tem origem
secundaria, ou seja, sdo causados pela tentativa de retornar a homeostase perdida

devido aos problemas primarios.

Neste contexto, este trabalho propde a aplicagéo de paradigmas da biologia de
sistemas no estudo do remodelamento do sistema imunoldgico através de seu perfil
transcricional no sangue, com o intuito de compreender como o comportamento de
seus componentes se alteram ao longo da vida e como tal dindmica pode estar
relacionada a imunossenescéncia. Para isso, desenvolvemos metodologias inovadoras
tanto para a identificacdo de marcadores e processos bioldgicos relacionados a idade
quanto para o estudo de seus comportamentos. Ademais, utilizamos quantidades
massivas de dados provenientes de repositorios publicos, compreendendo 1807

amostras do sangue de individuos saudaveis entre 15 e 96 anos.

Foram encontrados 56 transcritos altamente correlacionados com a idade, que
apontam a potencial importancia de perturbagdes nas vias de transducao de sinais e
citocinas na regulagao de linfécitos T, especialmente regulatérias, levando ao aumento
da proliferacdo celular e senescéncia. Modulos de coexpressdo relacionados a
sinaliacdo do sistema imune inato e adaptativo foram identificados. Mudangas em
padrées globais de expressdo nestes modulos ocorridas durante a vida indicam um
desbalango em mecanismos de transdugao de sinais que regulam a interagéo entre o
sistema imune inato e adaptativo, provavelmente devido a desregulacéo de vias de

ativacdo de TLRs e de produgdo de citocinas induzidas por NF-kB ldentificamos



mudancas nestes perfis de expressao por volta dos 30 anos e por volta dos 55-60
anos. Estes resultados sugerem que as alteragdes transcricionais caracteristicas da

imunosenescéncia ocorrem ainda na juventude e se intensificam no inicio da velhice.

As metodologias desenvolvidas neste estudo permitiram encontrar perturbagdes
a nivel transcricional que condizem com as caracteristicas morfoldgicas ja descritas
literatura e identificar novos transcritos e processos bioldgicos nunca antes
relacionados a imunossenescéncia. Estas metodologias podem ser aperfeicoadas e
aplicadas em dados de transcritbmica obtidos por meio do uso de tecnologias mais
sensiveis, como RNA-Seq, mas também para outras camadas fenotipicas, como a
metabolémica, a protedmica, a epigendmica, etc. Esperamos que nossos resultados
auxiliem na compreensdao dos mecanismos envolvidos na imunossenescéncia e
subjacentes ao envelhecimento e futuramente tornar possivel a criagao de intervencgdes
capazes de regular de forma benéfica o remodelamento do sistema imune durante a

vida, permitindo a extensdo de uma vida com qualidade.
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1. INTRODUCAO

Desde os primérdios da humanidade, doencgas infecciosas sdo um enorme
desafio para a sobrevivéncia da espécie. Somente em meados do século 20
comegamos a ser capazes de controla-las em adultos e criangas, porém ainda de
forma insatisfatéria em idosos. Por volta dos 60 anos, as pessoas passam a ter uma
maior susceptibilidade a infecgbes, particularmente as emergentes. Além disso, quando
acometidas por alguma infecgdo, sofrem desfechos mais graves do que pessoas mais
jovens. Um grande exemplo € a mortalidade por influenza nos Estados Unidos, onde
cerca de 30.000 pessoas morrem a cada ano, sendo mais de 95% idosos (REID;
TAUBENBERGER, 2003).

Desde a invengdo da vacina, testemunhamos uma mudanga radical na
qualidade e potencial de vida dos seres humanos. Muitos fatores permitiram esse
progresso além da vacinagdo, como a diminuigdo da mortalidade infantil, terapia por
antibidticos, prevencdo de doencas cardiacas e metabdlicas, melhoramento das
condi¢des nutritivas e de higiene. A maior evidéncia disso é o aumento constante da
expectativa média de vida no mundo. Estudos recentes indicam que tal crescimento
permitira que muitas criancas nascidas nos anos 2000 vivam até os 100 anos em
paises desenvolvidos (MANTON; VAUPEL, 1995).

Este aumento na expectativa de vida se reflete claramente na populacao idosa,
que é a com maior crescimento atualmente. De acordo com as Nag¢des Unidas, em
2015 havia em torno de 901 milhdes de idosos, sendo que cerca de 125 milhdes
possuiam mais de 80 anos (UN, 2016). Além disso, essa populagéo constituira 25% da
populagdo mundial em 2030 e dobrara em 2050, passando para 2.1 bilhdes, dos quais
434 milhdes terdo mais de 80 anos (UN, 2016).

1.1. O Envelhecimento na Sociedade e no Individuo

A diminuicdo da forca de trabalho que ocorrera em decorréncia do

envelhecimento global pode trazer consequéncias econdmicas, politicas e sociais

8



graves. Com o aumento da propor¢ao de idosos na populagdo, aumenta também a
razao entre o numero de pessoas em idade produtiva (entre 15 e 64 anos) e o numero
de pessoas dependentes (idade menor que 15 e maior que 65 anos), um indice
denominado raz&o de dependéncia. Por exemplo, em 2020, cada grupo de 100
pessoas em idade produtiva sustentara em torno de 43 individuos considerados
dependentes. Em 2060, a proje¢ao de dependentes sustentados passara de 43 para 66

individuos (“IBGE :: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,” [s.d.]).

Os idosos vivem uma realidade debilitante em que diversos fatores fisiologicos,
psicoloégicos e sociais contribuem para um cenario de exaustao de recursos, onde a
capacidade reduzida de adaptacéo a novos desafios e o constante acumulo de danos a
nivel sistémico estabelecem um estado de fragilidade e, consequentemente, de
vulnerabilidade. Essa situagdo ¢é um processo dinamico, oscilando entre
envelhecimento saudavel e patologico. Quando um individuo comega a tender para um
cenario patoloégico observa-se uma grande incidéncia de doengas cronicas e
neoplasias, tais como doenca de Alzheimer, Parkinson, diabetes tipo 2, cancer,
doencas cardiacas e artrite. Tais doencas, além de serem extremamente debilitantes
para o individuo, estao entre as doengas mais dispendiosas para os sistemas de saude
(“Health and Economic Costs of Chronic Disease | About Chronic Disease | Chronic

Disease Prevention and Health Promotion | CDC,” [s.d.]).

1.2. O Envelhecimento e seus Mecanismos Moleculares

O envelhecimento € um dos fendmenos biolégicos mais complexos encontrados
na natureza e se refere ao processo intrinseco, inevitavel e irreversivel de perda de
viabilidade e aumento da vulnerabilidade relacionado a idade (Comfort, 1964), levando
a um aumento na taxa de mortalidade logo apés a maturidade (FLATT, 2012),

conforme ilustrado na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Taxa de Mortalidade (lei de Gompertz—Makeham). Taxas de mortalidade, expressas em
numero de mortes a cada 100.000 pessoas, em funcéo da idade da populagdo norte-americana de 2002.
A linha preta representa a fungdo de Gompertz extrapolada das taxas de mortalidade apés a maturidade.
Retirado de CDC/NCHS, National Vital Statistics System, Mortality Data.

Quando comparamos o aumento da expectativa maxima de vida com a
expectativa média desde o inicio do século passado (Figura 1.2), percebemos que o
aumento foi minimo. Isso pode ser um sinal de que as intervengdes desenvolvidas até
entdo ndo atacaram diretamente a biologia do envelhecimento. No entanto, isso ndo
implica necessariamente na inexisténcia de mecanismos biolégicos do envelhecimento
que sejam manipulaveis. Pelo contrario, existe um crescente volume de evidéncias
experimentais, obtidas de uma grande variedade de organismos, que sugerem a
existéncia de ao menos nove marcadores moleculares que caracterizam o
envelhecimento e sao conservados evolutivamente, conhecidos como hallmarks of

aging (LOPEZ-OTIN et al., 2013), demonstrados na Figura 1.3.
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Figura 1.2. Aumento da Expectativa de Vida no Ultimo Século. Gréafico de barras representando a

expectativa de vida maxima e média nos anos 1900 e 2000 (vermelho).
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Figura 1.3. Os Marcadores do Envelhecimento. A figura ilustra os nove marcadores do
envelhecimento: instabilidade gendmica, desgaste telomérico, alteragdes epigenéticas, perda de
proteostase, desregulagdo da deteccdo de nutrientes, disfuncdo mitocondrial, senescéncia celular,

exaustdo de célula tronco, e alteragdo da comunicacdo intracelular. Retirada de (LOPEZ-OTIN et al.,

2013).

Os marcadores do envelhecimento sdo fendmenos que se manifestam

naturalmente durante o envelhecimento e, quando agravados experimentalmente,
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aceleram ou retardam o processo de envelhecimento (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Tais
marcadores podem ser divididos em trés categorias: primarios, antagonistas e

integrativos.

As principais caracteristicas dos marcadores primarios sdo o fato de sempre
possuirem efeitos negativos, como, por exemplo, danos ao DNA, aneuploidia
cromossomal, mutagées no DNA mitocondrial, encurtamento dos teldmeros, deriva
epigenética e desequilibrios da homeostase proteica (proteostase). Os marcadores
antagonistas possuem efeitos opostos dependendo de sua intensidade e podem ser
vistos como mecanismos desenvolvidos para proteger o organismo de danos ou
escassez de nutrientes. Quando em baixo nivel, podem mediar efeitos benéficos, mas
quando suas atividades sédo exacerbadas ou cronicas, podem subverter seu proposito e
gerar ainda mais danos. Um exemplo disso seria a senescéncia, a qual protege o
organismo do desenvolvimento de cancer, mas quando em excesso, pode
desencadear o envelhecimento (GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010). Um efeito
similar também ocorre com espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés ‘Reactive
Oxygen Species’), que participam do controle da sobrevivéncia e sinalizacao celular,
mas podem produzir danos celulares quando em niveis exacerbados (HARMAN, 1965).
A terceira categoria constitui os marcadores integrativos. Estes afetam diretamente a
homeostase e a fungdo dos tecidos e s&o representados pela exaustdo de

células-tronco e alteragdes na comunicacao intracelular.

Foi proposta uma hierarquia entre os tipos de marcadores (Figura 1.4): os
marcadores  primarios, cujas consequéncias prejudiciais se acumulam
progressivamente com o tempo, podem ser considerados como 0s primeiros
desencadeadores do processo de envelhecimento. Os marcadores antagbnicos, que a
principio s&o benéficos e protetivos, tornam-se progressivamente deletérios em um
processo que é parcialmente acelerado pelos marcadores primarios. Finalmente, os

marcadores integrativos surgem quando os danos acumulados pelos outros dois
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marcadores ndo podem mais ser compensados pelos mecanismos de regulagao

homeostatica dos tecidos ((LOPEZ-OTIN et al., 2013).

Genomic

instability

Telomere .

attrition , Primary hallmarks
Epigenetic Causes of damage
alterations

Loss of
proteostasis

Deregulated

nutrient sensing

Mitochondrial Antagonistic hallmarks
dysfunction 7 Responses to damage =

Cellular
senescence

Stem cell
exhaustion Integrative hallmarks
Culprits of the phenotype

Figura 1.4. Interconexdes funcionais entre os marcadores chaves do envelhecimento. Os nove
marcadores moleculares do envelhecimento estdo agrupados em 3 categorias: causas primarias de dano
celular, respostas compensatérias e antagbnicas ao dano, e aqueles que séo os resultados dos dois
outros grupos e responsaveis pelo declinio funcional associado ao envelhecimento. Retirada de
(LOPEZ-OTIN et al., 2013).

1.3. O Remodelamento do Sistema Imunolégico: Imunossenescéncia

O sistema imunoldgico mantém o estado saudavel do organismo através da
prevencgao de infecgdes e transformagdes malignas, além de participar da homeostase
tecidual. Sempre que o equilibrio é perdido, desencadeia-se um processo inflamatério
caracterizado pela secregcdo de uma miriade de mediadores inflamatdrios
(NIKOLICH-ZUGICH, 2018). Durante o envelhecimento, diversas alteragbes nas
células do sistema imunoldgico, no microambiente dos érgaos linféides e nao-linfoides,
onde as células do sistema imune residem, e nos fatores circulantes que interagem
tanto com células do sistema imune quanto com seu microambiente para assegurar
respostas imunes apropriadas, assim como sua homeostase (NIKOLICH-ZUGICH,

2018). Esses processos sao altamente interconectados e acontecem simultaneamente
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em um organismo, levando ao complexo remodelamento conhecido como

imunossenescéncia (KUILMAN et al., 2010); (MUSZKAT et al., 2003).

Além disso, as doencgas relacionadas ao envelhecimento compartilham algumas
similaridades subjacentes, desencadeadas pelo desequilibrio homeostatico devido ao
acumulo de estresse e perturbacdes no sistema, tais como processos inflamatorios,
problemas nos mecanismos de reparo e recuperagao ao estado de homeostasia. Esse
fendbmeno é considerado um dos fatores que mais contribuem para o aumento da
frequéncia de doengas malignas, morbidade e mortalidade entre a populagao de idosos
(GINALDI et al., 2001).

1.4. Alteragdes no Sistema Imunolégico Relacionadas a Imunossenescéncia

As células do sistema imune sao constantemente renovadas a partir de
progenitoras hematopoiéticas pluripotentes (HSC) que residem na medula éssea.
Essas células se diferenciam nos o6rgdos linfaticos e s&o capazes de se mover
livremente. Na presenca de sinalizadores inflamatodrios, elas interagem com érgaos

para capturarem residuos celulares ou elementos invasores.

Devido a diversos fatores (e.g., encurtamento dos teldbmeros) decorrentes do
envelhecimento, ha uma diminuicdo na capacidade de renovacado de células imunes
levando a uma diminuicdo da quantidade total do tecido hematopoiético e de seus
progenitores mieldides. O timo passa por um processo de involugao fisiolégica, com
uma reducao de volume e substituicdo por tecido adiposo nas partes funcionais, como
o cortex e a medula. Esse processo comecga cedo na vida e se completa por volta dos
40-50 anos.

1.4.1 Alterag6es no Sistema Imune Adaptativo

As células T sao maturadas no timo, onde se diferenciam em subtipos celulares
de acordo com seus receptores, e entdo migram para o sistema periférico. Os
principais subtipos sdo denominados CD4+ e CD8+, e demonstram algumas mudancgas

durante o envelhecimento relativo as suas proporgdes, no qual o numero de células
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CD8+ tende a aumentar. A insercédo de células T naive diminui gradualmente, assim
como suas divisdes subsequentes, representadas pelo decaimento de TRECs (circulos
de excisdo do TCR) nos linfocitos T periféricos. Essa redu¢do pode ser consequéncia
tanto da involugado timica quanto da estimulagéo crénica de antigenos (HAYNES et al.,
2003), o que poderia ajudar explicar a habilidade reduzida dos idosos de resistirem a
novas infec¢gdes (VALLEJO, 2005). Além disso, as células T naive em idosos mostram
multiplas alteragcbes, como o encurtamento dos teldmeros, producéo reduzida de IL-2 e
habilidade diminuida de diferenciarem-se em células efetoras. A perda no numero e
funcdo de células T naive pode ser compensada através da expansao de T CD8+,
CD45R0O+ e CD25+, que sao capazes de produzir IL-2, e com uma capacidade
protetiva humoral para vacinagao com a expansado de células de memodria efetoras

(SCHWAIGER et al., 2003).

Células T regulatérias (Tregs) sdo um subconjunto caracterizado por uma alta
expressao de CD25 e FOXP3, um fator de transcri¢gdo para a fungéo e diferenciagao de
células Treg. Em idades mais avancadas o numero de linfécitos CD4+ FOXP3+
aumentam, sendo que o acumulo dessas células em idosos possui um papel
importante na reativacdo de infecgdes cronicas e a mudanga na proporgao de
Th17/Treg pode causar alteragbes na resposta imune, podendo levar ao

desenvolvimento de doengas autoimunes e inflamatérias (LAGES et al., 2008).

O reservatério de células B também ¢ influenciado pelo envelhecimento, levando
a alteragbes tanto quantitativas quanto qualitativas na imunidade humoral
(COLONNA-ROMANO et al., 2008). Células B sado importantes apresentadoras de
antigenos e que podem ser reguladores-chave no desenvolvimento de células T
(COLONNA-ROMANO et al., 2008).

Em idosos, ha um nivel reduzido de IgM e IgD, certamente conectadas a
transformacao das células B naive para células de memédria (WEKSLER; SZABO,
2000). Durante a imunossenescéncia ocorre um aumento do nivel de IgA e IgG. Esse

desbalango pode ser responsavel pela redugao de placas de Peyer ao nivel da mucosa
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gastrointestinal com respeito a IgA2, enquanto o aumento IgA1 pode ser secundario a
deficiéncia da atividade do subconjunto de células T supressoras e consequente
hiperfuncao dos linfocitos B (VENTURA, 1991) .

1.4.2 Alteragoes no Sistema Imune Inato

A imunidade inata possui um papel crucial na defesa do organismo e sofre
alteracdes importantes durante o envelhecimento, comecando com a reducido das
barreiras epiteliais, gastrointestinais e da mucosa respiratéria (NOMELLINI; GOMEZ;
KOVACS, 2008). A alta incidéncia de eventos infecciosos em idosos pode ser
secundario a alteragdes no sistema fagocitario (ANTONACI et al., 1984). Os déficits em
idosos sao causados principalmente por eventos infecciosos, particularmente nos
sistemas gastrointestinais e respiratorios. O numero reduzido de células plasmaticas na
medula 6ssea de idosos (PRITZ et al., 2015) pode causar uma falta de produgéo de
anticorpos, uma habilidade reduzida para responder a virus e bactérias (BUFFA et al.,
2013) e uma resposta alterada a vacinas, como demonstrado previamente em
pacientes idosos imunizados com a vacina contra hepatite B (ROSENBERG et al.,
2013).

As células dendriticas, uma das principais responsaveis pelo primeiro
reconhecimento de patégenos na pele, mostra claras disfungdes mitocondriais que
interferem com seu papel protetivo (SIMON; HOLLANDER; MCMICHAEL, 2015). Em
particular, existe uma perda na absorgao de antigenos e da fungao apoptética. Quando
se compara a capacidade de absor¢cdo de antigenos das células dendriticas
plasmocitoides (PCD) de idosos em relacdo aos jovens, é possivel observar uma
reducao na habilidade de induzir a proliferacao e estimular a secregao de IFN-gama em
células CD4+ e CD8+ [(PRAKASH et al., 2013).

Os macréfagos sao células com a fungédo de processar e apresentar antigenos
as células T, e sdo capazes de produzir citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa, IL-1,
IL-6 e IL-9. Durante a imunossenescéncia ha uma diminuicdo dos precursores de

macrofagos, mesmo que o numero de monécitos permanecga inalterado (Della Bella et
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al. 2007). O encurtamento dos teldbmeros resulta em uma redugdo da producao de

GS-CSF, e também de citocinas como TNF-alfa e IL-6 (Davalos et al. 2010). A fungao

fagocitica parece ser reduzida, enquanto que a quimiotaxia parece permanecer
conservada, especialmente na presenca de certos fatores estimulantes do
complemento C5a. A presencga desses fatores reduz a producéao de linfécitos derivados
de quimiotaticos (LDCF) e quimiotoxinas. Nesse caso, os mecanismos inibitérios
parecem estar relacionados a prostaglandinas que sao produzidas em altas quantidade

durante a imunossenescéncia, e que exerce uma acao inibitéria (Ventura et al. 1994). A

producédo reduzida de LDCF pode estar relacionada a pouca porcentagem de linfocitos

envolvidos na sintese de citocinas.

O numero de neutréfilos parece ser preservado nos idosos, no entanto a
expressao do receptor CD16 Fc gamma é reduzida, fazendo com que tanto a geracgao
de superoxidos mediados pelo receptor Fc e a fagocitose sejam implicadas. Isso
sugere que o declinio da resposta efetora de receptores Fc seja particularmente

importante para a disfungao de neutréfilos dos idosos (Butcher et al. 2001). Em idosos,

a resposta reduzida dessas células a Streptococcus Aureus € de fundamental
importancia clinica, pois esse evento aumenta a susceptibilidade a infeccdes
pulmonares. O mesmo foi observado em ratos idosos, onde a migragao de neutrofilos
para os pulmbes é reduzida, aumentando o risco de infecgdes pulmonares e

recorréncias (Chen et al. 2014). Além disso, recentemente foi descrito uma alteragao

na destruicdo mediada por patdgenos de armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NETs), o que também implica no aumento de infec¢des aos idosos (Brinkmann and
Zychlinsky 2007).

A alta incidéncia de doengas imunoproliferativas em idosos sugere a
possibilidade de ocorrer uma deficiéncia nos mecanismos importantes para a
supervisdo imune, tal como a atividade de células NK. Essas células intervém na
eliminacao de tumores, nas células infectadas por virus e também na regulagao

imunoldgica inata e adaptativa, através da produgdo de citocinas e quimiocinas

(Brinkmann and Zychlinsky 2007). Estudos recentes apontam que uma alta toxicidade

18



de NK esta associada com uma longevidade, enquanto que baixa funcdo NK esta
associada a um aumento de infecgdes, arteriosclerose e doengas neurodegenerativas.
As células NK, por produzirem lise celular, poderiam causar a liberacdo de perforinas e
granzimas, que, por sua vez, ativam caspases e provocam apoptose de células alvo.
Durante a imunossenescéncia ocorre uma reducao de linfocinas importantes para o
processo de ativagédo de linfécitos, como a IL-2, e também para a morte de linhagens
celulares resistentes a NK em resposta a IL-2. Isso contribui para o déficit de sua

funcdo, mesmo que na presenca de um numero normal de células NK (Borrego et al.

1999). Além disso, existe uma redistribuicdo de células NK com diminui¢cdo de células
CD56, caracterizadas por uma alta densidade de antigenos de superficies CD56. Em
contraste, existe um aumento em células NK CD56-CD16 [64]. Isso resulta em uma

reducao na secrecgao de IFN para os idosos, em relagéo aos jovens (Krishnaraj 1997).

1.5 Inflamagao Crénica durante o Envelhecimento: Inflammaging

A senescéncia é o fenbmeno em que células entram em um estado permanente
de nao-proliferagcdo como resposta a um estresse (e.g., encurtamento dos teldmeros),
desenvolvendo algumas alteragdes fenotipicas caracteristicas. Essas caracteristicas
compreendem mudancgas na organizagdo da cromatina, alteragado da expressao génica
e secrecgao de varias citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, fatores de crescimento e
proteases, dependentes de fatores de estresse (CAMPISI; D’ADDA DI FAGAGNA,
2007).

Presume-se que a senescéncia celular contribui para o envelhecimento, pois sua
quantidade aumenta com o envelhecimento (BAKER et al.,, 2016; VAN DEURSEN,
2014). Tal acumulo pode refletir tanto um aumento na taxa de geragdo de células
senescentes quanto uma diminuicdo da sua taxa de remog¢ao, como consequéncia de
uma resposta imune atenuada. Esse balanco requer um sistema eficiente de
substituicdo celular que envolve, simultaneamente, a remogao de células senescentes

e a mobilizagcdo de progenitores para o restabelecimento do numero celular. Em
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organismos idosos, esse sistema pode se tornar ineficiente uma vez que a capacidade
regenerativa das células progenitoras pode se exaurir e, eventualmente, resultar no
acumulo de células senescentes (STAHL; BROWN, 2015).

Células senescentes manifestam alteracdes em seu secretoma, denominado
senescence-associated secretory phenotype (SASP), no qual sdo particularmente
enriquecidas em citocinas pro-inflamatérias e metaloproteinases de matriz (MMPs)
((KUILMAN et al., 2010), (RODIER; CAMPISI, 2011)). O SASP possui atividades
paracrinas envolvidas no recrutamento de leucdcitos e na migragao de células imunes
inatas para a vizinhanca de regides tumorais (MANTOVANI; ALLAVENA; SICA, 2004),
(XUE et al., 2007)). Além disso, a producéo de fatores de crescimento promove a
proliferagdo celular através das proteinas GROs (growth-regulated oncogenes) e AREG
(amphiregulin), assim como a formacdo de novos vasos sanguineos através de
proteinas como VEGF (vascular endothelial growth factor) (COPPE et al., 2008). Isso
sugere que senescéncia celular e o0 SASP podem contribuir ndo sé para - suprimir o
desenvolvimento de cancer, mas também para promover o reparo de tecidos

danificados.

Caso a secrecdo de SASP se torne crénica, fendtipos nocivos caracteristicos do
envelhecimento podem se desenvolver. Um exemplo disso é o caso do modulador
SFRP1 (secreted frizzled related protein 1) bifasico, que pode estimular ou inibir a
sinalizacdo de Wnt dependendo do contexto fisiolégico (ELZI et al.,, 2012). A
sinalizagdo cronica de Wnt pode induzir tanto células-tronco quando células

diferenciadas a senescéncia (LIU et al, 2007).

Os componentes do SASP também regulam multiplos aspectos da inflamacgao.
As citocinas IL-6 e IL-8 ((COPPE et al., 2008); (ACOSTA et al., 2008); (KUILMAN et
al., 2010)), algumas variedades de MCPs (monocyte chemoattractant proteins), MIPs
(macrophage inflammatory proteins), e GM-CSF (granulocyte/macrophage
colony-stimulating factor), podem promover a inflamacgao crénica (ADAMS et al, 2009;
(COPPE et al., 2010); (FREUND et al., 2010); (DAVALOS et al., 2010); TCHKINIA et al,
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2010). A inflamac&o crénica € a causa, ou ao menos um importante contribuinte em
muitas das doencgas relacionadas ao envelhecimento, tanto degenerativas quanto
hiperplasicas, caracterizando o fendmeno denominado Inflammaging (FULOP et al.,
2017).

Deve-se ressaltar que a senescéncia ndo € uma propriedade generalizada de
todos os tecidos de organismos idosos (WANG et al., 2009), além disso, trabalhos
recentes indicam que imunossenescéncia ndo € acompanhada por uma deterioragao
inevitavel e progressiva da fungdo imune, mas sim um processo complexo envolvendo
uma seérie de alteragdes de reorganizagdao e desenvolvimento, em que algumas
caracteristicas da funcdo imune sdo reduzidas, outras aumentadas, e outras até
mesmo intocadas (COPPE et al., 2010).

1.6 O Fenétipo Imunolégico de Risco (IRP)

Todas alteragbes que acontecem na imunossenescéncia mencionadas acima
levam ao desenvolvimento do fendtipo imunolégico de risco (IRP, do inglés Immune
Risk Phenotype), caracterizado pela inversdo da propor¢do de células CD4+/CD8+
(aumento de CD8+ e diminuicdo de CD8-), reducao de linfécitos B, soropositividade
para o Citomegalovirus (CMV), aumento da produgédo de citocinas pré-inflamatérias,
diminuicdo da responsividade a IL-2 e diferenciagdo tardia de células
CD8+CD28-CD27- (WIKBY et al., 2005). Os marcadores do IRP foram delineados em
dois estudos longitudinais denominados OCTO e NONA (WIKBY et al., 2005), onde foi
avaliado seu poder preditivo da sobrevida de idosos sobre os proximos 4 anos.
Combinado com métricas de comprometimento cognitivo, o IRP foi capaz de predizer
58% das mortes observadas (WIKBY et al., 2005).

Esse fendtipo possui um aumento caracteristico na producao de IL-1, IL-4, IL-6 e
IFN-gama, citocinas que regulam a diferenciagédo de células B. O aumento da secregao

de citocinas, correlacionada ao impacto da infeccdo por CMV, € um dos principais
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responsaveis pelo envelhecimento mal-sucedido. Além disso, observa-se uma
capacidade proliferativa reduzida em células T especificas a infeccdo por CMV
associadas ao encurtamento dos telébmeros, o que leva a instabilidade gendmica,
ativacao de processos de reparo de danos ao DNA e desencadeia a parada do ciclo
celular e/ou apoptose. Como consequéncia, nem todas as células T de memoaria se
diferenciam da mesma maneira, podendo ocorrer uma expansdo de um subgrupo
celular especifico, 0 que leva ao agravo no cenario clinico com aumento de doengas
infecciosas e neoplasias (WEISKOPF; WEINBERGER; GRUBECK-LOEBENSTEIN,

2009).

De forma geral, as alteragbes observadas no sistema imunoldgico podem
provocar deficiéncias na imunidade inata e adaptativa, levando a uma maior
susceptibilidade dos idosos a autoimunidade, cancer e reduzindo sua capacidade
defensiva contra microorganismos invasores e agentes patogénicos. E evidente o papel
fundamental que imunossenescéncia exerce no processo de envelhecimento, fazendo
com que seja imprescindivel o estudo do comportamento do sistema imunolégico ao
longo da vida para identificar mecanismos subjacentes ao seu remodelamento no qual
podem influenciar o passo e a qualidade do processo de envelhecimento. Além disso,
também é importante distinguir relacées de causa-e-efeito entre os mecanismos do
sistema imune que se alteram na imunossenescéncia, identificando-se quais refletem
problemas primarios, ou seja, mecanismos que alteram a homeostase devido a sua
resposta a algum estresse, e quais sdo secundarios: mecanismos que se alteram
devido a uma tentativa de se retornar a homeostase, que foi perdida devido aos

problemas primarios.

Através da compreensdo dos mecanismos envolvidos na imunossenescéncia e
da dinamica entre processos que sao perturbados durante a vida, pode-se identificar
alvos biomoleculares passiveis de serem manipulados através de intervencdes
farmacoldgicas, que poderiam amenizar e/ou regular as caracteristicas nocivas de um
sistema imunoldgico danificado. Melhoras significativas no sistema imunoldgico

poderiam até mesmo influenciar de forma positiva o proprio processo de
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envelhecimento, aumentando as chances de idosos continuarem autbnomos pelo maior

periodo de vida possivel, com qualidade de vida e livre de doencas.

1.6. Biologia de sistemas

O sistema imune é constituido por diversos componentes que interagem entre si
através de sinalizadores, e a eficiéncia de sua resposta frente a um desafio depende
diretamente da integridade de seus componentes e da qualidade da comunicagao entre
eles. Conforme discutido, a imunossenescéncia representa o complexo e continuo
remodelamento desse sistema ao longo da vida, podendo ocorrer alteragdes
concomitantes em diversos niveis, tanto em seus componentes quanto nas suas
interacdes. Tal complexidade faz com que métodos reducionistas tradicionais,
caracterizados pelo estudo de sistemas através de seus componentes isolados, nao
sejam a melhor metodologia para lidar com o problema em questdo. A perspectiva
holistica da biologia de sistemas, por sua vez, torna-se mais adequada neste cenario
pois € capaz de lidar com informacbes provenientes de todos seus componentes
simultaneamente, possibilitando uma melhor compreensdo do comportamento e das

caracteristicas globais desse fenébmeno (KITANO, 2002).

Os métodos da biologia de sistemas envolvem andlise computacionais que
integram dados gerados por varios tipos de tecnologias e diferentes niveis de
complexidade biolégica. Com o advento das tecnologias high throughput, tornou-se
possivel avaliar perturbacdes em praticamente todos os niveis moleculares de um
sistema biolégico, como 0 genoma, epigenoma, transcritoma, proteoma e metaboloma.

Em estudos de transcriptdbmica, analises realizadas para identificar grupos de
genes com comportamento similares entre si tém o potencial de desvendar diversos
mecanismos moleculares envolvidos na regulagdo de doencas, respostas a vacinas e
cancer. Essas anadlises baseiam-se na premissa de que genes que sofrem
perturbagdes em conjunto ou com perfis de expresséao similares entre si tendem a fazer
parte de um mesmo programa transcricional, ou seja, estdo relacionados a uma mesma

funcdo molecular. Tradicionalmente, tais processos bioldgico sao identificados através
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de anadlises de diferenca de expressédo, onde se identifica grupos de genes que
sofreram perturbacées no seu nivel de expressao entre classes fenotipicas diferentes,
ou através de andlises de co-expressao, no qual sio identificados grupos de genes
com perfil de expressao similares, através da clusterizacdo de genes altamente
correlacionados entre si e entdo enriquecidos para vias metabodlicas descritas na
literatura (ZHANG; HORVATH, 2005).

Muitos estudos fizeram uso da transcriptomica para identificar genes e
processos biolégicos envolvidos com o envelhecimento, como pode ser evidenciado
pelo GenAge (DE MAGALHAES; TOUSSAINT, 2004), um banco de dados que fornece
uma lista de genes no qual foram identificados como relacionados aos processos
envolvidos no envelhecimento tanto em humanos quanto em animais modelos.
Contudo, mesmo com a quantidade gigantesca de dados gerados, estes estudos
utilizaram coortes com poucas amostras ou com comparacdes conduzidas em fatias
arbitrarias de faixas etarias. Tais desenhos experimentais podem levar a conclusdes
enviesadas ou limitadas as comparagdes conduzidas em cada artigo. Ademais, a
discretizagdo temporal pode mascarar mudangas concomitantes e progressivas nos
processos bioldgicos causadores da imunossenescéncia. A unica excegado encontrada
€ o estudo realizado por (IRIZAR et al., 2015), pois estudam aspectos do sistema
imune de uma forma continua. No entanto, se restringem ao estudos de transcritos

nao-codificadores de proteinas em células dendriticas.

Assim sendo, este trabalho propés-se utilizar paradigmas da biologia de
sistemas para estudar o remodelamento do sistema imunoldgico através de seu perfil
transcricional no sangue, com o intuito de compreender como o comportamento de
seus componentes se alteram ao longo da vida e como tal dindmica pode estar
relacionada a imunossenescéncia. Para tal, sera desenvolvido metodologias para
identificar possiveis marcadores e processos biolégicos relacionados a idade em um
contexto de séries temporais, com o intuito de identificar e analisar seus

comportamentos e como eles podem estar relacionados a imunossenescéncia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

Encontrar programas transcricionais relacionados a imunossenescéncia.

2.2. Objetivos secundarios

2.2.1. Encontrar transcritos com perfii de expressdo altamente

relacionados a idade, denominados de AgingGenes.

2.2.2. ldentificar rede, seus moédulos, de transcritos co-expressos ao

longo da vida, denominada AgingNet.

2.2.3. Avaliar os processos biologicos relacionados aos AgingGenes e
aos modulos da AgingNet e como poderiam estar associados ao fenodtipo da

imunossenescéncia.

2.2.4. |dentificar momentos da vida no qual os AgingGenes e AgingNet

sofrem mudancas nos seus perfis transcricionais.
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3. METODOLOGIA

Dados de transcriptdmica por microarray do sangue de individuos saudaveis
foram obtidos em bancos de dados publicos e pré-processados usando as linguagens
de programacdo R e Bash. Todas as plataformas foram reanotadas para as versdes
mais atuais do genoma humano e banco de dados de RNAs nao-codificadores. Em
seguida, utilizou-se todas as amostras para criar um novo conjunto de dados
constituido em amostras representativas de cada idade e transcritos em comum a
todas as plataformas. Cada transcrito foi tratado como uma série temporal nas

seguintes analises, sendo que cada ponto no tempo representa uma idade.

Primeiramente, identificou-se transcritos altamente correlacionados com a idade
(AgingGenes). Cada transcrito foi classificado de acordo com seu tipo de correlagao,
podendo ser linear positiva, negativa ou nado-linear. Em seguida, realizou-se uma
analise de co-expressado para construir uma rede (AgingNet) em que seus ndés séo
representados por transcritos e suas relagdes representadas pela similaridade entre
seus perfis de expressdo. Uma vez construida a rede, identificou-se subgrupos de

genes com perfis de expressao similares ao longo das idades.

Todas as classes do AgingGenes, assim como os modulos da AgingNet, foram
submetidos a uma analise enriquecimento de vias, a fim de elucidar os possiveis
mecanismos moleculares dos quais estariam representando. Além disso, foi feita uma
analise de Deteccao de Pontos de Mudanga (Change-point Detection) para identificar
em quais momentos durante a vida tais programas moleculares apresentam mudancgas

em seu comportamento transcricional.
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Figura 3.1. Fluxograma de analise. Resumo dos processos e analises realizadas no trabalho.



3.1 Levantamento dos Estudos

Estudos de microarray foram obtidos de dois repositorios, Gene Expression
Omnibus (GEO, (EDGAR; DOMRACHEYV; LASH, 2002) e ArrayExpress (KOLESNIKOV
et al., 2015). A fim de estudarmos o comportamento do sistema imune, utilizamos
dados de sangue total (whole blood) e PBMC (peripheral blood mononuclear cells),
provenientes de individuos saudaveis com variadas idades. Os critérios de inclusédo
para que um estudo fosse selecionado foram que houvesse no minimo 10 amostras
controles/saudaveis, presenca de informagdo sobre idade para cada amostra,
disponibilidade de dados brutos e informacbes sobre a sequéncia das sondas da

plataforma utilizada.

3.2. Reanotacgao das Sondas nos Microarrays

Microarrays sao constituidos de diversas sondas de curto comprimento que
testam diversas partes de um mesmo transcrito, que podem ou n&o ser de um gene
codificador de proteina. No entanto, devido ao fato de muitas plataformas terem sido
desenvolvidas anos atras, a anotacdo funcional de cada transcrito pode estar
desatualizada. Por isso, foi realizada a reanotacdo das plataformas selecionadas
utilizando versdées mais recentes de bancos de dados, como o Gencode (HARROW et
al., 2012), Noncode (ZHAO et al.,, 2016), LNCipedia (VOLDERS et al.,, 2013) e
MiTranscriptome (IYER et al., 2015) (Figura 3.2). Através de intersecgdes entre
coordenadas gendmicas, sondas de cada plataforma foram confirmadas ou designadas

a novos transcritos, como genes codificadores, RNAs nao codificadores, dentre outros.
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Figura 3.2. Fluxograma sobre a reanotag¢do. Fluxograma representando as etapas do processo de
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reanotacdo das sondas de microarray. Arquivos estdo representados pelas formas em azul claro e

programas e processos por formas em azul escuro. Adaptado de Carvalho-Birger, 2017.

3.3. Aquisicao de dados e pré-processamento

A aquisicdo dos dados foi realizada via scripts em R e bash, tanto manualmente
(para os dados do ArrayExpress) quanto através pacotes do projeto Bioconductor (e.g.,
GEOquery, (DAVIS; MELTZER, 2007)) para os dados provenientes do GEO.

3.3.1. Normalizagao

Uma vez obtidos os dados brutos e seus respectivos metadados, com
caracteristicas clinicas e experimentais, amostras controles foram normalizadas
utilizando uma abordagem de "barcodes", denominada Universal exPression Code
(PICCOLO et al., 2013)UPC, (PICCOLO et al., 2013). O UPC é um método aplicado
individualmente a cada amostra e estima a probabilidade das sondas estarem
expressas (ativas), baseando-se na hipétese de que valores de expressdo sao
originarios de duas populagdes: genes inativos, em que a medida de expresséo

representa a variagdo de fundo, e genes ativos, constituido pela variagdao de fundo
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mais um sinal. Como pode ser observado no grafico a seguir (Figura 3.3), apdés uma
amostra ser normalizada por UPC, os valores de suas sondas podem variar entre 0 e 1,

onde apenas uma pequena parcela das probes esta ativa (valor de expressao > 0.5).

r/ \\.

Densidade

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Valor de Expressao

Figura 3.3. Densidade dos valores de expressdao do estudo GSE46097. O eixo horizontal representa
o nivel de expresséao e o vertical a densidade de sondas. Cada linha representa uma amostra de um

estudo.

3.3.2. Controle de Qualidade

A presenca de efeito de lote e identificagcdo de possiveis amostras outliers, foram
avaliados pela analise de componentes principais (PCA), que permite avaliar as
distancias relativas das amostras no plano de suas componentes principais. Com o
PCA é possivel detectar outliers, ou seja, amostras que possuem um distanciamento
elevado em relagdo as outras, e também agrupamentos de amostras que
possivelmente refletem variaveis técnicas, como data do experimento ou scanner
utilizado. Foram removidas amostras com grande quantidade de variagao em relagao

as outras amostras, e com variacao nao explicada pelas variaveis fenotipicas.
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3.4. Criagao de amostras representativas das idades: AgeCollapsed

Todos os estudos foram transformados em um novo conjunto de dados
denominado ageCollapsed, no qual todas as amostras com mesma idade,
independentemente do estudo de origem, foram combinadas em uma unica amostra
representativa de tal idade. Uma vez agregado os estudos através de seus transcritos
em comum, corrigiu-se os valores de expressao para efeito de lote (no caso, os
estudos) através do pacote Combat (JOHNSON; LI; RABINOVIC, 2007) do R. Em
seguida, combinou-se as amostras de mesma idade através do valor mediano de
expressao de cada transcrito. Utilizou-se a mediana por ser uma métrica menos
suscetivel a valores discrepantes. Uma vez colapsadas as amostras por idade, as
amostras representativas das idades foram reordenadas de forma crescente e cada
transcrito tratado como uma série temporal, como exemplificado na figura 3.7. Todas as
analises subsequentes foram feitas sobre o ageCollapsed.
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Amostra Amostra Amostra Amostra

A B (o D
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Figura 3.4. Criagcdo de amostras representativas das idades. Esquema ilustrando o colapsamento de

amostras com a mesma idade através da mediana de cada gene.
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3.5. Detecc¢ao de Transcritos altamente relacionados a Idade: AgingGenes

A primeira analise realizada foi a identificacdo de transcritos altamente
relacionados com a idade. Para isso, aplicou-se uma transformagdo de média movel
com uma janela temporal de 5 anos no no ageCollapsed, para reduzir o ruido das
séries temporais (transcritos). Essa transformacao foi feita através do pacote TTR
(“CRAN - Package TTR,” [s.d.]) do R. Em seguida, reduziu-se a dimensionalidade
através de dois procedimentos com o intuito de utilizar apenas as sondas mais
importantes para a andlise. Por fim, selecionou-se as sondas altamente

correlacionadas com a idade.

3.5.1. Remogao de Sondas ndo Expressas e/ou Constantes

Como a normalizagao por UPC nos da a probabilidade de um transcrito estar
sendo expresso, todas que possuiam um valor menor ou igual a 0.5 foram classificados
como nao-expressos, conforme sugestdo de (PICCOLO et al, 2013) Caso um
transcrito nunca tenha sido expresso, ou seja, seu valor de expressao foi menor ou
igual a 0.5 para todas as idades, o mesmo foi removido. Além disso, transcritos com

desvio-padrao (sd) préximo a zero (sd < 0.01) também foram removidos.

3.5.2. Concordancia das Correlagoes entre os Géneros: SexGenes

Previamente a qualquer analise, avaliou-se a concordancia entre os géneros da
relacdo dos perfis de expressao génica e a idade. Para tal, construiu-se dois conjunto
de dados semelhantes ao ageCollapsed porém cada qual constituido apenas por
amostras de cada sexo. Calculou-se a correlagdo (Spearman) entre a expressao de
cada transcrito com a idade e identificou-se quais transcritos minimamente
correlacionados com a idade (com valor absoluto do Coeficiente de correlagédo de
Spearman (Rho) > 0.35) possuiam discrepéncias na dire¢cado das correlagdes entre os
sexos. Ou seja, transcritos correlacionados positivamente com a idade em homens mas
negativamente em mulheres, e vice-versa. Tais transcritos foram denominados de

SexGenes e removidos das analises futuras.
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3.5.3. Selegao de Transcritos Correlacionadas com a Ildade

Transcritos correlacionados a idade foram identificadas usando correlacéo de
Spearman (Rho > 0.75) e Maximal Information Coefficient (MIC, MIC > 0.75), que é
uma forma de detecgdo de relagdes nao-lineares entre duas variaveis, presente no
pacote minerva (RESHEF et al., 2011) do R, e que sera melhor explicada na Sesséao
3.6 da Metodologia. Transcritos que passaram por esses critérios foram selecionadas
para as analises seguintes e denominados de AgingGenes. Os AgingGenes possuem
trés classes de transcritos: transcritos com correlagao linear positiva (pos, Rho > 0.75),
linear negativa (neg, Rho < -0.75) e n&o-linear (mic, MIC > 0.75). Como o MIC também
pode identificar transcritos correlacionados linearmente com a idade, apenas os

identificados exclusivamente pelo MIC foram definidos como n&o-lineares.

Rosa - LinearNeg; verde - mic. Analise de Enriquecimento dos AgingGenes

Cada classe de AgingGenes foi submetido a uma analise de sobreposigcdo de
vias (ORA, Over Representation Analysis) do banco de dados Reactome (vs. 2016,
(CROFT et al.,, 2011) através da ferramenta do pacote enrichR (KULESHQOV et al.,
2016) do R.

Mesmo que os AgingGenes estejam separados em classes conforme seu perfil
transcricional, partimos do pressuposto que cada classe representa alteracbes
transcricionais em diferentes processos de um mesmo sistema, possuindo, entéo,
algum tipo de relagdo ao nivel de processos biologicos. Aproveitando-se da
caracteristica hierarquica existente entre as vias do Reactome, desenvolveu-se uma
metodologia que permite um olhar global sobre as estruturas hierarquicas enriquecidas
entre os AgingGenes. Para tal, todas as vias com valor de enriquecimento (Combined
Score) maior do que 0 foram previamente selecionadas e combinadas em uma
estrutura de arvore por meio de suas relagdes hierarquicas. Em seguida, removeu-se
todas as vias “filhas” (n6 terminal de uma estrutura em arvore) com Combined Score <
5. Tal procedimento leva a criagdo de diversas estruturas (arvores) de enriquecimento
com os mais variados tamanhos (numero de componentes/vias na estrutura). Apés

selecionar apenas as grandes estruturas, constituidas por mais de 6 componentes,
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criou-se redes do pacote visNetwork (“visNetwork: Network Visualization using ‘vis.js’

Library,” [s.d.]) do R para representa-las e auxiliar a compreenséao.

3.6. Analise de Transcritos Co-expressos ao longo da Vida: AgingNet

A analise de co-expressao consiste em criar uma rede representa as relagdes
existente entre transcritos. Nesta rede, denominada AgingNet, seus nos sao
representados por transcritos e suas inter-relagdes pela similaridade entre seus perfis
de expressao ao longo da vida. Além disso, pode-se identificar grupos de transcritos
altamente co-expressos, denominados de moddulos de co-expressao, que possam
representar processos bioldgicos especificos. Resumidamente, a similaridade entre
todos pares de transcritos foi calculada pela métrica DTW-MIC sobre o conjunto de
dados ageCollapsed, criando-se entdo uma matriz de similaridade. Em seguida,
clusterizou-se a matriz através do algoritmo HDBSCAN (CAMPELLO; MOULAVI;

SANDER, 2013) para identificar médulos de co-expressao.

3.6.1. Similaridade entre Genes.

Para determinar a similaridade do perfil de expressao entre pares de transcritos
ao longo da vida, foi utilizada uma métrica desenvolvida para séries temporais,
denominada DTW-MIC ((RICCADONNA et al., 2016)). Tal métrica € uma combinagao
de duas outras, Dynamic Time Warping (DTW, (ITAKURA, 1975)) e Maximal
Information Coefficient (MIC, (ALBANESE et al., 2018)).

A DTW ¢é uma medida de distancia entre duas sequéncias, que leva em
consideragao deslocamentos temporais. O algoritmo DTW usa programagao dinamica
para encontrar um alinhamento 6timo entre as duas séries, através de uma distor¢ao
nao-linear dos eixos do tempo. A magnitude desta distorgdo é refletida no valor de
dissimilaridade, e a similaridade entre as formas das curvas tém maior impacto para o
DTW do que o valor da distancia ponto-a-ponto entre as duas séries temporais, como é
o caso da distancia euclidiana (Figura 3.5). Para obter a medida de similaridade

(DTWSs) a partir da distancia de dissimilaridade (DTWd), usou-se a transformacao
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DTWs = 1/(1+ DTWd), onde DTWd é a distdncia normalizada de duas séries

temporais, calculada através do pacote dfw (http://dtw.r-forge.r-project.org/).

A B ‘ﬁ"f—/—/\
;i ................

dakidd LA

Euclidean LU DTW

Sequence B

Figura 3.5. Algoritmo DTW (A) ilustra como a distancia Euclidiana difere da DTW ao calcular a
distancia entre duas séries temporais com mesmo perfil de expresséo, porém deslocadas no tempo. (B)
mostra a matriz de distancia gerada pela programacéo dindmica durante o processo de otimizagao para
encontrar a melhor distorgdo entre as duas séries temporais. llustragdo retirada de (CRIEL;
TSIPORKOVA, 2006).

A medida MIC, € membro de uma familia de estatisticas conhecida como
Maximal Information-based Nonparametric Exploration (MINE) e desenvolvida para
explorar as relagdes entre duas variaveis em conjuntos de dados multidimensionais. As
duas caracteristicas distintivas do MIC sdo generalidade, sendo possivel capturar
relagcdes de diferentes naturezas, e equitabilidade, que é a propriedade de penalizar
niveis similares de ruido da mesma maneira, independentemente da natureza da

relagéo entre as variaveis como representado na Figura 3.6.
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Figura 3.6. Propriedades de Detec¢dao do Coeficiente de Informagdo Maxima (MIC). Imagem
adaptada de (RESHEF et al., 2011), mostrando os tipos de relagbes que podem ser encontradas entre

duas variaveis e a influéncia que o nivel de ruido tem sobre o MIC.

Conforme mencionado anteriormente, neste trabalho foi utilizado uma
composi¢cao das medidas DTW com MIC, denominada DTW-MIC (RICCADONNA et al.,

2016) e definida em como:

DTW — MIC(T,, T,) = \/LE \/DTWS(TI, T,)? + MIC(T,, T,)’

Essa nova definicdo combina as contribui¢des provindas tanto pela DTW quanto
pela MIC, ou seja, leva em consideragdo tanto deslocamentos temporais quanto
correlagdes nao-lineares. Conforme evidenciado através de simulagbes em
(RICCADONNA et al.,, 2016), tal combinacédo € mais efetiva que o Coeficiente de
Correlagdo de Pearson, e também do que DTW e MIC se -consideradas

separadamente.
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Uma vez calculada a similaridade para cada par de transcrito, obtemos uma
matriz de similaridade onde o numero de colunas e linhas é igual ao numero de

transcritos e cada célula dessa matriz representa a similaridade entre duas sondas.

3.6.2. Deteccao de Médulos e Sub-Médulos de Co-Expressao

A deteccao de mddulos de co-expressao foi feita clusterizando-se a matriz de
similaridade dos transcritos através de um algoritmo baseado em densidade,
denominado HDBSCAN (“Density Based Clustering of Applications with Noise
(DBSCAN) and Related Algorithms [R package dbscan version 1.1-2],” [s.d.]). Esse
algoritmo agrupa pontos em um dado espago que estdo muito préximos uns aos outros
(pontos com muitos vizinhos) e define como outlier os isolados, situados em regides de
baixa densidade (CAMPELLO; MOULAVI; SANDER, 2013). Uma vez detectado os

modulos, separou-se os transcritos em sub-moédulos conforme seu perfil de expressao.

3.6.3. Analise de Enriquecimento de Vias dos Médulos da AgingNet

O mesmo procedimento de criagdo de estruturas de enriquecimento
desenvolvidos para os AgingGenes (descritos na Secédo 3.5.4) foi aplicado a cada
sub-mddulo, com uma alteracio: foram removidas todas as vias “filhas” com Combined
Score < 10. Além disso, calculou-se a correlagao entre a idade e o perfil de expressao
mediana dos transcritos integrantes de cada via enriquecida. Vias correlacionadas
(|Rho| > 0.35) foram classificadas conforme sua tendéncia (positiva e negativa), sendo

essa informacao agregada a visualizagdo das estruturas de enriquecimento.

3.7. Detecgao de Pontos de Mudancas em Moédulos Relacionados a Idade

Para analisar o comportamento dos dos processos identificados neste trabalho,
aplicou-se uma transformagcao por média movel com janela de 5 anos a cada transcrito
do ageCollapsed. Em seguida, foi calculado o perfil de expressao de cada classe de

AgingGenes e sub-mddulos da AgingNet através da mediana dos valores de expressao
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de seus transcritos por idade, obtendo-se uma série temporal de expressao

condensada para cada classe/sub-maodulo.

Posteriormente, realizou-se uma analise de deteccido de pontos sobre o perfil de
expressdo de cada modulo para identificar mudangas importantes em seu
comportamento ao longo da vida. Esse teste foi feito através do pacote cpm
(MATTHEWS; FOULKES, 2015) do R, com o método de Cramer-von-Mises no qual
detecta mudancgas estatisticamente significativas (p-valor < 0.01) tanto na média quanto

na variancia entre fases temporais.
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4. RESULTADOS

4.1. Levantamento e Aquisi¢cao de Dados

As pesquisas realizadas nos bancos de dados utilizando as palavras-chaves
‘human”, “whole blood”, “pbmc” e “peripheral blood” resultaram em 87 potenciais
estudos. Apds aplicados os critérios de inclusdo definidos na Segao 3.1, apenas 12

estudos foram de fato selecionados para analise, como mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Relagdo dos estudos selecionados para a analise.

Estudo Base de Empresa Plataforma Tecido N. Idade Idade N. N.
Dados Amostras®* Minima Maxima Mulheres Homens
GSE73089 GEO Agilent GPL4133 PBMC 120 40 97 64 56
Array
E-TABM-305 Express lllumina A-MEXP-691 linfécitos 1240 14 81
GSE15573 GEO lllumina GPL6102 PBMC 15 45 67 10 5
GSE48556 GEO lllumina GPL6947 PBMC 33 44 76 24 9
GSE54514 GEO lllumina GPL6947 sangue total 36 24 70 24 12
GSE12288 GEO Affymetrix GPL96 sangue total 112 37 68 28 84
GSE18781 GEO Affymetrix GPL570 sangue total 25 22 83 20 5
GSE42057 GEO Affymetrix GPL570 PBMC 42 46 80
GSE22255 GEO Affymetrix GPL570 PBMC 20 45 73 10 10
GSE19314 GEO Affymetrix GPL570 PBMC 20 34 70 15 5
GSE16028 GEO Affymetrix GPL570 sangue total 109 23 64 59 50
GSE46097 GEO Affymetrix GPL571 sangue total 63 41 80 36 27

*Namero de Amostras Controle. Células em branco nas colunas de género sdo informagbes ausentes ou nédo informativas, como 0

ouf.

Os estudos selecionados sédo de 3 subtipos do tecido sanguineo, realizados em
7 plataformas distintas de microarray (Figura 4.1), provenientes de 3 empresas (Agilent,

lllumina e Affymetrix) e totalizando 1835 amostras.
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Figura 4.1. Quantidade de Dados Disponiveis por Plataforma. Graficos de barras representado

quantidade de estudos (A) e amostras (B) para cada plataforma.

4.2. Reanotacgao das Plataformas

A reanotacdo das plataformas identificou diversas classes de transcritos, sendo
a maioria sondas representando transcritos codificadores de proteinas provenientes do
Gencode. Além disso, encontramos mais de 10.000 transcritos ndo-codificadores de
proteinas provenientes dos bancos de dados Noncode, LNCipedia e MiTranscriptome
(Figura 4.2).
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Figura 4.2. Quantidade dos Principais Tipos de Transcritos encontrados em todas as Plataformas.
Grafico de barras representando a quantidade total de cada tipo de transcrito encontrado em todas as
plataformas, apds a reanotagéo. Transcritos classificados como “outros” se referem a pseudogenes,

imunoglobulinas e RNAs mitocondriais.

Analisando-se a propor¢cao das classes de transcritos em cada plataforma
(Figura 4.3), nota-se uma grande variabilidade tanto na quantidade total quanto na

proporgao das classes de transcritos encontrados em cada plataforma.

A-MEXP-891 GPL4133 GPL570 GPL571
25000 25000 25000 25000
20000. 5000 50000 5000 5p000 5000
15000 10000 15000 15000 10000
GPL6102 GPLE947 GPLS6
25a00 2500 250

Classes de Transcritos

5000 B codificadores de proteinas
nao-codificantes

B outros

20000 5000 20000, 5000 20000

10000

10000
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Figura 4.3. Proporc¢ao dos Tipos de Transcritos por Plataforma. Graficos de pizza representando a
proporcao dos tipos de transcritos encontrados em cada plataforma, apds a reanotagdo. Sdo mostrados
a propor¢ao de transcritos codificadores de proteinas (em vermelho), ndo-codificantes (em amarelo) e

outros (verde).
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4.3. Pré-Processamento e Criagao do ageCollapsed

Apos o pré-processamento e controle de qualidade, remanesceram 1807
amostras com idades entre 15 e 96 anos, sendo a maior parte delas concentradas
entre os jovens e adultos (Figura 4.4). Essas amostras foram utilizadas para construir o
conjunto de dados ageCollapsed (conforme descrito na Segao 3.4 da Metodologia). O
ageCollapsed consiste em uma combinagao de todos os estudos em um novo conjunto
de dados, representando o valor de expressao dos transcritos para cada idade. Dessa
forma, obtemos uma matriz de expressao onde os transcritos em comum a todas as
plataformas (8348) sao representados pelas linhas e as idades pelas colunas, com um
total de 82 colunas, cada uma representando uma idade entre os 15 e 96 anos (com

excecao da idade 95).

I IIIIIIIIIIIIII.IIIIIII..-...-I_____

8192021222324252627 28293031 323334353637 383940414243 44454647 4849 5051525354555657585960616263646566676869707172737475767778798081828384 850868783 8990919293949697

26272829303132333435363738394041424344454647 4849 5051 5253 54 55 56 57 58 5960 6162 64 6566 67
Idades

Presenga de Amostras FaLsE [l TRUE

Figura 4.4. Representacdao da Distribuicio e Representatividade das ldades. (A) Histograma das
idades de todas as amostras. (B) Grafico ilustrando a representatividade de cada idade pelas amostras
encontradas em todos os estudos.
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4.4. Avaliacao da Concordancia das Relagées dos Transcritos com a Idade entre

os Sexos

Previamente a qualquer analise, avaliou-se a influéncia do sexo no contexto de
expressdo génica ao longo da vida com o intuito de remover transcritos com
comportamentos discrepantes entre homens e mulheres. Mais especificamente,
avaliou-se se os transcritos possuiam a mesma dire¢do de correlagao (Spearman)
entre seu perfil de expressao e a idade para ambos os sexos. Para isso, criou-se dois
conjuntos de dados, semelhantes ao ageCollapsed, contendo cada qual apenas
amostras de cada género (1003 amostras de mulheres e 761 de homens). Em seguida,
avaliou-se a diregcdo dos transcritos correlacionados com a idade (|Rho| > 0.35) e
identificou-se 38 transcritos com dire¢gdes opostas, denominados SexGenes. Os
SexGenes, que foram removidos das analises seguintes, estdo listados na tabela
suplementar (Anexo A - Tabela dos SexGenes) e representados pelos pontos de cor

preta na Figura 4.5.

1.0
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| -
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5 0.0
=
-0.5
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1.0 0.5 0.0 05 1.0
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Figura 4.5. Concordéancia das Correlagoes entre os Sexos. Cada ponto representa um transcrito, 0s
eixos representam os valores de correlagbes (Spearman) com a idade dos transcritos, para cada sexo, e

as cores demonstram a intensidade da correlagéo.
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4.5. Analises dos AgingGenes e AgingNet

Neste trabalho empreendeu-se essencialmente duas analises. A primeira,
analise dos AgingGenes, tem como objetivo identificar transcritos altamente
relacionados a idade e avaliar como suas fungdes bioldgicas podem estar relacionados

a imunossenescéncia, levando em consideragéo seu comportamento ao longo da vida.

A segunda, analise de co-expressao, consiste em identificar quais transcritos
interagem entre si ao longo da vida, quais processos bioldgicos possivelmente
representam e como seu comportamento ao longo do tempo pode estar relacionado a
imunossenescéncia. Tais interagdes entre transcritos foi representada através de uma

rede de co-expressdo, denominada de AgingNet.

4.5.1. Transcritos Relacionados a Idade: AgingGenes

Foram encontrados 56 AgingGenes, dentre os quais 10 possuem correlagbes
lineares positivas (pos), 6 com correlagdes lineares negativas (neg) e 40 com
correlagdes nao-lineares (mic). Dentre os mic, identificou-se 3 subgrupos de transcritos
com perfis de expressodes distintos, sendo constituidos de 7, 25 e 8 transcritos cada e
denominados de micA, micB e micC, respectivamente. As figuras a seguir (Figuras 4.6
A e B) ilustram os genes correspondentes a cada AgingGenes encontrados no banco
de dados StringDB (SZKLARCZYK et al., 2015).
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Figura 4.6 A. AgingGenes com Correlagao Linear. (A) genes com correlagdes lineares positivas (pos)

e (B) negativas (neg). As linhas representam interagdes entre genes detectadas pelo String.
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Figura 4.6 B. AgingGenes com Correlagdao Nao-Linear (mic). A, B e C representam os genes com
correlagbes nao-lineares micA, micB e micC, respectivamente. As linhas representam interagdes entre

genes detectadas pelo String.

De todos os AgingGenes, apenas 5 genes foram encontrados no GenAge e
correspondem aos genes TERF2, MED1, PIK3CA, MYC e PDGFRB, com correlagdes

nao-lineares (micA, micB, micC) e correlagbes lineares negativas e positivas,
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respectivamente. Interessante notar que cada um desses 5 genes se enquadra em um

tipo distinto de correlacdo com a idade.

A seguir, para melhor entender em quais processos bioldgicos os AgingGenes
estdo envolvidos, realizou-se uma analise de enriquecimento de vias para cada classe
de transcritos conforme descrito na Seg¢do 3.5.4. Foram encontrados trés grandes

estruturas de enriquecimento, ilustradas nas Figuras 4.7 A, B e C.

| une System

B

Cytokine Signafing in Immune system

TNFR2 non-canonical NF-kB pathway )
Adaptive Immule System

Costimulation by the CD28 family

TNFs bind their physiological receptors 9
pos/mic_B o .
CD28To-stimulation
mic_B
. CD28 dependent PI3K/Akt signaling
mic.C

Figura 4.7 A. Vias do Reactome Enriquecidas para os AgingGenes (Estrutura 1). Cada circulo
representa uma via enriquecida, sendo que suas dimensdes refletem o valor de enriquecimento

(Combined Score) e a cor representa em quais classes dos AgingGenes tal via foi enriquecida.
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Figura 4.7 B. Vias do Reactome Enriquecidas para os AgingGenes (Estrutura 2). Cada circulo
representa uma via enriquecida, sendo que suas dimensdes refletem o valor de enriquecimento

(Combined Score) e a cor representa em quais classes dos AgingGenes tal via foi enriquecida.
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Figura 4.7 C. Vias do Reactome Enriquecidas para os AgingGenes (Estrutura 3). Cada circulo
representa uma via enriquecida, sendo que suas dimensdes refletem o valor de enriquecimento

(Combined Score) e a cor representa em quais classes dos AgingGenes tal via foi enriquecida.

Uma vez explorado quais o0s possiveis processos bioldégicos no qual os
AgingGenes estdo relacionados, analisou-se seu comportamento ao longo da vida.
Para isso, criou-se um perfil de expressado representativo para cada classe de
AgingGenes, ilustrados nas Figuras 4.8 A e B. Tais perfis representam a expressao
mediana de todos os transcritos para cada idade, separados pela sua classe.

Simultaneamente foi feita a analise de deteccdo de mudancgas de estado e as idades
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Expressdo Mediana (Z-Score)

onde ocorreram alteragdes estao sinalizadas através de tridngulos, coloridos conforme
o0 sub-mddulo. Além disso, a dimensao de cada tridangulo representa a intensidade de
alteragéo, calculada através da razdo (log2FC, log, Fold-Change) entre a expressao da
idade onde ocorreu a mudanca de estado e a média de expressdo das idades

compreendidas entre 19 e 25 anos.

Correlagéo Linear — neg — pos

19 24 29 34 39 44 49 54 59 64 69 74 79 84 89 94
Idade

Figura 4.8 A. Perfil de Expressdo dos AgingGenes com Correlagoes Lineares. A linha pontilhada
representa o perfil mediano de expressao reescalado por z-score para, a linha completa representa a
regresséo loess utilizando todos os transcritos de cada classe e sua sombra representa a variabilidade.
As cores representam cada tipo de correlagdo linear. Os tridngulos representam momentos onde

ocorreram alteracdes de estado e sua dimensao representa a intensidade da alteracéo (|log2FC]).
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Expressdo Mediana (Z-Score)

Correlagéo Nao-linear — micA — micB micC
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Figura 4.8 B. Perfil Mediano de Expressao para os AgingGenes com correlagdées nao-lineares. A
linha pontilhada representa o perfil mediano de expressao reescalado por z-score, a linha completa
representa a regressao /loess utilizando todos os transcritos de cada classe e sua sombra representa a
variabilidade. As cores representam cada subgrupo dos AgingGenes nao-lineares. Os triangulos
representam momentos onde ocorreram alteragbes de estado e sua dimenséo representa a intensidade

da alteracao (|log2FC]).

Ao avaliarmos o perfil de expressdo mediano dos AgingGenes com correlagao
linear, nota-se um aumento mais acentuado e progressivo da classe pos a partir dos 35
anos, onde sofre sua primeira pequena mudanga de estado aos 36 anos e segue com
mudangas cada vez mais intensas até os 70 anos, onde sofre sua maior mudanga. Ja o
perfil da classe neg apresenta um comportamento mais conturbado, comegando a
apresentar decaimentos logo aos 30 anos, sua primeira mudanga de estado, e

novamente, de forma mais intensa, aos 36, juntamente com a classe pos. A classe
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micA, relacionada a manutengao de teldmeros, aparenta ser a classe com maiores
perturbacdes sofridas ao longo da vida. Apds 10 anos desde as ultimas alteragdes
sofridas pelos AgingGenes de classe pos e neg (36 anos), as alteragdes parecem se
intensificar levando a um estado de clara perturbagao até os 56 anos, no qual todas as
classes novamente sofrem mudangas de estado. A classe micC possui uma tendéncia
positiva com a idade, sofrendo grandes alteragbes por volta dos 60 anos. Ja a classe
micB possui um perfil similar a classe micA, porém com alteragdes menos intensas

(com excecgéao do periodo compreendido entre os anos 85 e 90).

A class micC, que possui uma tendéncia positiva em relagao a idade, esta relacionado
a proliferagcao celular, vias do ciclo celular e mitose. Além disso, esta enriquecida tanto
para vias de sinalizacdo PI3K/Akt dependente de CD28 e quanto para sinalizagcdo por
fatores de crescimento, como FGFR e EGFR. O comportamento dessas vias entram
em acordo com a classe neg, no qual indica uma diminuigdo da expressédo de genes
associados a entrada da fase estacionaria S. Essa classe também esta relacionada a
sinalizacdo por NOTCH1 em cancer. Ao mesmo tempo, a classe micA, o perfil que
sofre quedas mais abruptas durante a vida, esta enriquecido para vias de manutengao
de teldbmeros, como empacotamento das regides terminais dos teldmeros, e
principalmente enriquecida para via de indugdo da senescéncia por estresses
relacionados aos teldmeros e danos ao DNA. A classe micB, com tendéncias de
queda na expressao mais sutis durante a vida, esta enriquecido para vias de
sinalizagdo de Tumor Necrosis Factor (TNF), tanto por TNFR1 (vias listadas na tabela
Anexo A - Enriquecimento dos AgingGenes) quanto por TNFR2, envolvido na
sinalizacdo de citocinas através da ativacdo de NF-kB pela via nao-candnica.
Sinalizacdo de citocinas também foi enriquecidas para a classe pos. A classe pos
também esta relacionada a sinalizagao de PISK/AKT em céancer e, juntamente com a
classe micC, também esta enriquecida para a via de sinalizagao constitutiva por PI3K

aberrantes em cancer.
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4.5.2 Rede de Co-Expressao do Envelhecimento: AgingNet

A AgingNet consiste em uma rede de co-expressdo criada através do
ageCollapsed, onde selecionou-se 3569 transcritos para constituirem seus nos e a
similaridade DTW-MIC suas inter-relacbes. Esses transcritos foram selecionados
através da correlagao de seu perfil de expressao com a idade, no qual selecionou-se
apenas os com correlagdes maiores do que de 0.35 (correlagéo linear: |[Rho| > 0.35 e
correlacdo nao-linear: MIC > 0.35). A seguir identificou-se grupos de transcritos muito
similares entre si através da clusterizagao pelo algoritmo hdbscan, encontrando-se 3
grandes mdédulos de co-expressédo, denominados MO, M1 e M2. O MO € um maodulo
‘residual”, no qual representa transcritos que ndo sao membros de nenhum cluster,

sendo desconsiderado nas analises posteriores.

Os moédulos restantes, M1 e M2, sdo constituidos de 1154 e 231 transcritos,
respectivamente, e os mais importantes estao ilustrados nas Figuras 4.9 A e B. Para
tal, calculou-se sua for¢a (grau ponderado) na rede dos modulos e selecionou-se
apenas os 100 transcritos com maior forca. Importante notar que 5 AgingGenes estao
presentes entre os 100 transcritos mais importantes dos dois médulos: os genes GLS,
TERF2 e MYC presentes no médulo M1 e os genes GYPC e NGLY1 presentes no
modulo M2. Além disso, ha 9 transcritos entre eles que também estao presentes no
banco de dados GenAge, sendo os genes RAE1, ARNTL, MYC e TERF2, presentes no
maoédulo M1, e HDAC3, PRKDC, VCP, SP1 e FOXO1 no modulo M2.
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Figura 4.9 - A. Rede do Moédulo M1. Cada circunferéncia representa um transcrito e as linhas seus
valores de similaridade DTW-MIC. A dimens&o das circunferéncias sao proporcionais a sua forga na rede
e as cores seu tipo de correlacdo com a idade: em roxo estéo representados transcritos com correlagdes
lineares negativa, e em laranja e verde estdo representados AgingGenes da classe micA e neg,

respectivamente.
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Figura 4.9 B - Rede do Médulo M2. Cada circunferéncia representa um transcrito e as linhas seus
valores de similaridade DTW-MIC. A dimensao das circunferéncias sdo proporcionais a sua forga na
rede e as cores seu tipo de correlagdo com a idade: em rosa estdo representado transcritos com

correlacgao linear negativa e em verde estao representados AgingGenes da classe micB.

O mébdulo M1 (Figura 4.16 A) é permeado majoritariamente de transcritos
correlacionados linearmente com a idade, sendo 924 transcritos com correlagdes
negativas e 247 positivas. Os 42 transcritos restantes possuem correlagdes
nao-lineares. Os 10 transcritos mais importantes nessa rede sdo RABEPK, CHD1L,
POGK, RAE1, LMO4, CNOT6, TRIAP1, MAPKAPK5-AS1, ARNTL e RNF115, todos
com correlagbes negativas. Além disso, esse modulo também possui dois transcritos
nao-codificadores de proteinas: MAPKAPK5-AS1 e GC01M033423.
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O moddulo M2 também possui a maioria dos transcritos com correlagdes
negativas (162 transcritos) e 55 transcritos com correlagdes positivas e 23 nao-lineares.
Os 10 transcritos mais importantes dessa rede sao WDR48, XKR8, MRPL24, TM7SF3,
BTBD1, HDAC3, PRKDC, RAP1GDS1, COX16 e API5, todos com correlacionados

negativamente com a idade.

Ao analisarmos o perfil de expressao geral dos transcritos que constituem cada
modulo foram identificados 4 subgrupos de transcritos em cada médulo com perfis de
expressao distintos entre si, resultando em 8 sub-mddulos. Os sub-moédulos do M1 e
M2 foram denominados de M1S1, ..., M1S4 e M2S1,..., M2S4, respectivamente. A
seguir, cada sub-médulo foi resumido através da mediana da expressdo de seus
transcritos para cada idade, e construiu-se seu perfil de expressao geral ilustrado nas
Figuras 4.10 A e B. Simultaneamente foi feita a analise de detec¢gao de mudancas de
estado e as idades onde ocorreram alteracbes, da mesma forma feita para os

AgingGenes.
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M1 — M1S1 — M1S2 M1S3 — M1S4

Expressdo Mediana (Z-Score)

19 24 29 34 39 44 49 54 59 64 69 74 79 84 89 94
Idade

Figura 4.10 A - Perfis de Expressdao dos Sub-médulos Constituintes do Médulo M1. As linhas
pontilhadas representam o perfil mediano de expressdo reescalado por z-score, a linha completa
representa a regressao loess utilizando todos os transcritos de cada classe e sua sombra representa a
variabilidade. As cores representam cada sub-mddulo, os tridngulos representam momentos onde

ocorreram alteragdes de estado e sua dimenséo representa a intensidade da alteracao (|log2FC|).
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M2 — M2S1 — M2S2 M2S3 — M2S4

19 24 29 34 39 44 49 54 59 64 69 74 79 84 89
Idade

Figura 4.10 B - Perfis de Expressdao dos sub-médulos que constituem o Médulo M2. As linhas
pontilhadas representam o perfil mediano de expressdo reescalado por z-score, a linha completa
representa a regressao loess utilizando todos os transcritos de cada classe e sua sombra representa a
variabilidade. As cores representam cada sub-mdédulo, os tridngulos representam momentos onde

ocorreram alteragdes de estado e sua dimenséo representa a intensidade da alteracao (|log2FC|).

Na analise de enriquecimento de vias, foi encontrado duas grandes estruturas
intra-conectadas para o médulo M1 (Figura 4.11 A e B), enquanto que para o médulo

M2 encontrou-se 6 estruturas menores e mais desconexas (Figura 4.11 C).
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Figura 4.11 A - Enriquecimento de Vias dos Sub-médulos que constituem o Modulo M1 (Estrutura
1). A cor dos circulos representam o sub-mdédulo no qual uma dada via foi enriquecida, indicado pela
legenda inferior, e a cor da borda destes circulos representam a correlagdo entre o perfil de expressao
mediano da via do Reactome com a idade, sendo as cores cinzas, vermelhas e azuis representativas de
correlagbes positivas, negativas e nao-correlacionadas (JRho| < 0.35), respectivamente. A dimenséao dos

circulos representam o valor de enriquecimento da via (Combined Score).
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Figura 4.11 B - Enriquecimento de Vias dos Sub-médulos que constituem o Modulo M1 (Estrutura

2). A cor dos circulos representam o sub-moédulo no qual uma dada via foi enriquecida, indicado pela
legenda inferior, e a cor da borda destes circulos representam a correlagdo entre o perfil de expressao
mediano da via do Reactome com a idade, sendo as cores cinzas, vermelhas e azuis representativas de
correlagdes positivas, negativas e nao-correlacionadas (|JRho| < 0.35), respectivamente. A dimensao dos

circulos representam o valor de enriquecimento da via (Combined Score).
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Figura 4.11 C - Enriquecimento de Vias dos Sub-médulos que constituem o Médulo M2. A cor dos
circulos representam o sub-médulo no qual uma dada via foi enriquecida, indicado pela legenda inferior,
e a cor da borda destes circulos representam a correlagao entre o perfil de expressao mediano da via do
Reactome com a idade, sendo as cores cinzas, vermelhas e azuis representativas de correlagdes
positivas, negativas e nao-correlacionadas (JRho| < 0.35), respectivamente. A dimenséo dos circulos

representam o valor de enriquecimento da via (Combined Score).
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5. DISCUSSAO

Muito se descobriu nas ultimas décadas sobre as alteragdes que ocorrem no
sistema imune ao longo da vida, e como elas influenciam o envelhecimento saudavel
das pessoas. Essas alteragbes s&o agrupadas no que se denomina
imunossenescéncia. Apesar de tal avanco, ainda existem diversas questdes em aberto
relacionadas a identificacdo de programas transcricionais especificos que sofrem
alteragdes ao longo da vida e como a dindmica entre esses processos podem ser
responsaveis pelo remodelamento do sistema imune, levando ao declinio da fungao
imune em idosos. Conforme explicado por (NIKOLICH-ZUGICH, 2018), ndo ha um
entendimento compreensivo sobre quais das fungdes imunes em declinio séo
problemas primarios, processos biolégicos que sofrem perturbagdes cedo na vida, e
quais delas sdo secundarias, ou seja, uma tentativa de retornar a homeostase que foi

perdida devido aos problemas primarios.

Neste contexto, este trabalho aplica métodos da biologia de sistemas no estudo
do remodelamento transcricional que ocorre em sangue periférico com o aumento da
idade. Com isso pretendemos aumentar nossa compreensao relacionada as alteracdes
imunes observadas ao longo da vida e como estas podem estar relacionadas a
imunossenescéncia. Para isso, desenvolvemos novas metodologias para identificar
transcritos e processos Dbiolégicos que possam estar relacionados a
imunossenescéncia ou envelhecimento. Fizemos o agrupamento de 1807 amostras de
sangue coletadas de individuos saudaveis com idades entre 15 e 96 anos. Os dados
de expressao oriundos de individuos com a mesma idade foram integrados em uma
amostra representativa desta idade, criando-se um novo conjunto de dados, aqui
denominado como ageCollapsed, que representa a evolugdao temporal nos niveis de
expressao de 8348 transcritos anotados nas versdes mais atuais do genoma humano
(hg38).

Com essa quantidade massiva de dados, dado tanto pela alta cobertura do

genoma humano quanto pela grande quantidade de amostras, foi encontrado
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transcritos altamente relacionados a idade, denominados de AgingGenes, e processos
biolégicos do sistema imune alterados com a idade, representados por uma rede de
co-expressao denominada AgingNet. Por meio do perfil de expressao dos AgingGenes
e dos componentes da AgingNet, identificou-se momentos de perturbacdes

transcricionais importantes através de analises de detecgédo de pontos de mudangas.
AgingGenes

Através do perfil de expressédo dos AgingGenes (Figuras 4.8 A e B) nota-se dois
momentos importantes durante a vida, na qual ocorram alteragbes transcricionais em
todas as classes. A primeira fase se refere as idades compreendidas entre os 30-36
anos, momento em que surgem as primeiras mudangas, mesmo que sutis. Essas
mudancgas se intensificam continuamente e por volta dos 45-55 anos, segunda fase,
todas as classes de AgingGenes sofrem alteracbes novamente em seu perfil de
expressdo, porém mais intensas. Também existem grandes alteragdes transcricionais
apos os 89 anos. No entanto, elas podem refletir tanto alteragdes bioldgicas auténticas
que acontecem em idades avancadas, quanto artefatos técnicos causados pela baixa
quantidade de amostras de individuos com essas idades. Por este motivo, as
alteracbes observadas em individuos com idade superior a 89 anos foram

desconsideradas.

Uma caracteristica notavel no comportamento dos AgingGenes é a aparente
concordancia entre o periodo na vida onde se apresentam as primeiras mudangas de
estado, primeira fase, com a mudanca abrupta na projecdo de mortalidade dada pela
lei de Gompertz—Makeham (ilustrada na Figura 1.1), no qual indica que a taxa de
mortalidade humana aumenta exponencialmente logo apds a maturacgao, por volta dos
30 anos. Essa taxa é composta de duas funcdes de mortalidade, representado fatores
independentes da idade, como mortes desencadeadas por acidentes, e dependentes,
como morte natural. A mudanga para estado exponencial nessa taxa pode ser
provocado por fatores dependentes da idade, podendo estar relacionadas a

perturbacdes fisioldgicas que acontecem precocemente durante a vida, tais como
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acumulos de danos, alteracbes na homeostase e infecgdes, levando a perturbacdes
transcricionais concomitantes de diversos sistemas do corpo humano, inclusive no

sistema imune, e desencadeando a perda de funcio e protecao observada em idosos.

A segunda caracteristica notavel no perfil de expressao do AgingGenes é a
aparente inflexdo da expressao de todas as classes de AgingGenes durante a segunda
fase, entre as idades de 55 e 65 anos, e provavelmente desencadeadas pelas diversas
mudangas de estados ocorridas para todas as classes de AgingGenes desde os 46
anos. Essa caracteristica também foi notada em (IRIZAR et al., 2015), onde esta
inflexdo foi verificada por volta dos 54 anos e sugeriu-se que o periodo entre 49.3 e

55.6 anos possam ser criticos durante a vida.

De forma geral, as primeiras alteracdes a surgirem entre os AgingGenes durante
a primeira fase estao relacionados principalmentes a problemas nas vias de transducao
de sinais, como sinalizagdo por NOTCH1, Tumor Necrosis Factor (TNF), PI3K/Akt e
fatores de crescimento. A primeira via a ser alterada (neg) esta relacionada a
sinalizagado por NOTCH1, que regula a expressédo de genes com papeis importantes no
desenvolvimento de linfécitos T e esta envolvido na fungcdo supressora de células
regulatorias, onde a superexpressdo de seus ligantes podem induzir células T
regulatorias (Tregs) a exercerem suas fungdes supressivas (NAKAMURA; KITANI,
STROBER, 2001)). Estas fungbes supressivas sao mediadas por TGF-f, no qual sdo
secretadas e apresentadas na membrana, inibindo a fungcdo de APCs, o principal foco
da supressao mediada por Treg ((DU et al., 2006; GREGG et al., 2004; HUBER et al.,
2004)). Além disso, TGF-B pode induzir a diferenciacédo de células CD4+ naive em
Tregs, facilitando a expanséo de populagdes periféricas de Treg ((DU et al., 2006; GREGG
et al., 2004; HUBER et al., 2004)). A classe neg também esta enriquecida para vias de
entrada na fase estacionaria (S) do ciclo celular, que, com sua tendéncia negativa com
a idade, indica um aumento de replicacdo celular. Tal fato é corroborado pela classe
micC que possui uma tendéncia positiva com a idade e grandes alteragdes por volta
dos 60 anos. Ela esta relacionada a proliferagcao celular através de vias de mitose,

sinalizagao por fatores de crescimento epitelial (EGFR) e fibroblasto (FGFR) e,
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juntamente com a classe pos, também para sinalizagdo de PI3K/Akt dependente de
CD28 e sinalizacao por PI3K aberrantes em cancer. Akt regula o crescimento celular,
contribuindo para a proliferagao celular através da fosforilagdo dos inibidores p21 e p27
e sua cascata de sinalizacao € ativada por receptores de células B, T, citocinas, entre
outros, que induzem a producao de PIP3 pela PI3K. Desequilibrios nas vias de fatores
de crescimento e sinalizacao por PI3k/Akt podem levar ao desenvolvimento de doencgas
autoimunes (PATEL; MOHAN, 2005).

Perturbagdes nas vias de sinalizacdo por TNF, enriquecidas na classe micB,
também podem levar ao aumento da proliferacdo celular e angiogénese. Essa classe
possui tendéncias mais sutis de queda na expressao durante a vida, e esta relacionada
a vias de sinalizagao tanto por TNFR1 quanto por TNFR2 envolvido na sinalizagao de
citocinas através da ativagdo de NF-kB pela via ndo-candnica. O TNF exerce papéis
regulatérios sobre células imunes, desencadeando a transcricdo de genes
responsaveis por inflamagéao, proliferagdo, diferenciacédo e apoptose. Para combater
uma infeccdo, por exemplo, o TNF facilita a proliferacdo de clones de células
imunolodgicas, estimula a diferenciacdo e recrutamento de células imunes naive e,
assim que a infeccdo € eliminada, orquestra a destruicdo de clones imunoldgicos
supérfluos para reduzir a inflamagdo e danos teciduais. No entanto, durante o
desenvolvimento de autoimunidade, progenitores anormais de células T, e outros tipos
celulares, proliferam e comegam a maturagédo no timo e uma variedade de defeitos na
via de sinalizagdo TNFR2/NFkB s&o encontrados nessas doencas (FAUSTMAN;
DAVIS, 2013). Esses defeitos incluem polimorfismos e super-regulagdo no gene
TNFR2, assim como diminuigdo dos receptores TNFR2 (FAUSTMAN; DAVIS, 2013). A
sinalizacdo por TNFR2 parece oferecer papéis protetivos em diversas doencas,
incluindo doengas autoimunes, doengas do coragdo, doengas neurodegenerativas e
desmielinizantes, e doencgas infecciosas (FAUSTMAN; DAVIS, 2013). A ativagao de
NFKkB pela via classica é revertida para a ndo-candnica em situagdes onde TRAF2/3 ou
IAP sdo bloqueados. Em conjunto, o TNF e TRAF3 s&o importantes em células T

ativadas, sendo que o NF-kB induzido por TNF é importante na inflamacéo, uma vez
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que NF-kB é um transativador global de inumeras citocinas pré-inflamatérias,
quimiocinas e seus receptores, e um regulador critico da ativacdo e funcao de

leucdcitos.

A classe micA tem o perfil que sofre quedas mais abruptas durante a vida, sendo
enriquecida para vias de manutencgéo de teldbmeros, como empacotamento das regides
terminais dos telédmeros, e principalmente enriquecida para via de indugdo da
senescéncia por estresses relacionados aos teldbmeros e danos ao DNA, podendo ser

um reflexo a grande proliferagao celular supracitada.

O enriquecimento geral dos AgingGenes levam a crer que ha uma desregulagao
nos processos de transdugcdo de sinais que comegam logo apds os 30 anos e se
intensificam por volta dos 55 anos, relacionados a sinalizagdo de linfécitos T,
especialmente na regulagdo de da atividade de Treg. Isso pode levar a um aumento da
proliferacdo celular de células danificadas e auto-reativas e indugcédo de células
senescentes devido ao mau funcionamento da manutencdo de teldbmeros. A ma
sinalizacdo de Tregs pode levar a um acumulo de linfécitos e outras células
imunoldgicas supérfluas no corpo, podendo desencadear doencgas autoimunes e
aumento de inflamagdo crbénica, também pelo acumulo de células senescentes,

contribuindo para o inflammaging.
Analise de Co-Expressao: AgingNet

O segundo objetivo deste trabalho consiste em identificar programas
transcricionais existentes ao longo da vida e, principalmente, entender como seu
comportamento pode estar relacionado a imunossenescéncia. Foram identificados dois
grande médulos constituidos de transcritos altamente co-expressos ao longo da vida,
sendo que cada um dos modulos, M1 e M2, possuem 4 sub-grupos de transcritos com

perfis de expressao distintos.

Da mesma forma que os AgingGenes, o perfil de ambos os modulos séo

marcados por duas grandes fases, onde ocorrem as primeiras alteragdes em seus
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comportamentos por volta dos 30 anos, seguidas com perturba¢gées mais intensas por
volta dos 50 anos, correspondendo a fase de inflexdao da expressao

supra-mencionada.
Modulo M1

O modulo M1 possui basicamente duas grandes estruturas de vias, a primeira
relacionada a expressao génica e regulacdo de TP53 e a segunda relacionada a vias
de sinalizagao do sistema imune, tanto do sistema adaptativo (como vias de sinalizagao
a jusante de receptores de células B e T) quanto do sistema inato, representado pelas
vias de sinalizagdo de citocinas e cascatas de Toll-Like Receptors (TLRs). De modo
geral, as vias de expressao génica possuem uma correlagdo negativa com a idade,
principalmente as de transcricdo pela RNA Polimerase II (RNA-Pol Il). Vias de
transcricdo por RNA polimerase | (RNA-Pol 1) também foi enriquecidas, no entanto ndo
apresentou nenhuma correlagdo com a idade. Apesar da via de expressao génica
possuir uma correlagdo negativa, a expressao das vias de regulagdo epigenética
aumentam com a idade, principalmente a regulagdo da expressdo de RNAs
ribossomais. A RNA-Pol Il transcreve principalmente RNAs mensageiros e/ou
nao-codificadores de proteinas (miRNAs, shnRNAs e snoRNAs). Nessa mesma grande
estrutura, também encontra-se vias enriquecidas para regulagédo da atividade de TP53,
tanto por fosforilagdo quanto por acetilagao, e estdo respectivamente correlacionadas
positivamente e negativamente com a idade. A fosforilagdo de p53 inibe sua interagcéo
com Mdm2 e, portanto, previne a ubiquitinagdo Mdm2-mediada e sua degradacao
(REED; QUELLE, 2014). Uma vez estabilizada, o p53 pode sofrer alteracdes
pos-traducionais, tais como acetilagdo, levando a um aumento da ligacdo do p53 ao
DNA e promotores p53-especificos (REED; QUELLE, 2014). Além disso, a via de
acetilacdo de p53 é elevada em respostas a stress e seu nivel de expressao
correlaciona com a ativagdo e estabilizacdo de p53 (REED; QUELLE, 2014). As
possiveis consequéncias da modulagéao do p53 em uma célula é a parada do ciclo
celular e reparo de DNA, senescéncia e apoptose, dependendo da quantidade de p53
ativado e de quais sitios foram acetilados (REED; QUELLE, 2014). O fato da atividade
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de RNA Polimerase Il diminuir com a idade e as vias de regulacdo de TPS53 por
fosforilagao e acetilagdo possuirem correlagdes discrepantes, pode sugerir que ha uma
perturbagao nas transducao de sinais para as vias de resposta a estresse e reparo de
DNA.

Conforme mencionado anteriormente, a segunda grande estrutura de
enriquecimento encontrada no modulo M1 sugere um forte enriquecimento de vias para
sinalizagdo a jusante de receptores de células B (BCRs), T (TCRs), lectina tipo-C
(CLRs), Fce e TLRs. Apesar das vias gerais do sistema imune possuirem uma
correlagdo positiva com a idade, vias mais especificas de sinalizagdo possuem uma
correlagdo negativa, e estdo majoritariamente relacionadas a modulagdo de NF-kB.
Nas vias do sistema adaptativo, percebe-se que ha um aumento ao longo da vida na
expressao de genes relacionados a degradacdo no processamento de antigenos do
grupo MHC classe | e correlagbes negativas com a idade tanto na modulagao de NF-kB
pelos BCRs quanto na sinalizagédo por TCRs, o que pode sugerir uma diminuicao da
regulacdo de genes responsivos a NF-kB e aumento na proliferacdo de células T,
através da via TCR-AKT-mTOR. Ademais, a ndo ativagédo do TCR permite um aumento
da atividade de p53, descrito acima, e consequentemente a atividade de p21,

resultando em parada do ciclo-celular e/ou apoptose.

Analisando as vias do sistema inato, percebe-se que as vias de modulagao de
NF-kB por TLRs (com exce¢ao dos TLR3 e TLR4) possuem correlagdes negativas com
a idade, seja por vias de vias de MyD88 e TRAF6 ou por sinalizagdo nao-candnica de
Dectin-1. Todos os TLRs, com exce¢ao do TLR3, podem iniciar a sinalizagao a jusante
através do MyD88 ou MyD88:MAL. Nessa via, dependente de MyD88, a ativacdo do
TLR (como TLR7 e TLR8) leva ao recrutamento de receptores IL-1 associados a familia
IRAK, que é seguido pela ativacdo de TRAF6. TRAF6 induz a TAK1 a se auto-fosforilar
e, uma vez ativada, pode mediar a indug¢ao do fator de transcricdo NF-kB ou MAPK,
tais como JNK, p38 e ERK. Isso resulta na translocacdo do NF-kB ativo e MAPKSs para
0 nucleo e a iniciagdo da transcricdo génica apropriada, levando a produgédo de muitas

citocinas pro-inflamatorias e peptideos antimicrobianos. Um outro adaptador, conhecido
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como MyD88-adaptor-like (MAL), também participa da sinalizagdo por TLR2 e 4. A
ativacao dos receptores TLR1:TLR2 ou TLR6:TLR2, através de MyD88 e TIRAP/MAL
ativam IRAK e TRAF6, que por conseguinte aumentam a expressao de citocinas
pré-inflamatérias através de NF-kB (fase inicial). Nas vias de sinalizagdo do sistema
adaptativo, receptores das células B e T também possuem correlagdes lineares
negativas com a idade, sugerindo que ha alteragcbes desfavoraveis na sinalizagéo entre
o sistema imune inato e adaptativo e possivel alteragdo na capacidade de montagem

de respostas imunoldgicas através de processos inflamatorios frente a um desafio.

Ao mesmo tempo, ha um aumento na sinalizacdo de receptores Fce (FceRl), que
em humanos controlam a ativagao de células mastdides e basdfilos, participando na
apresentacao de antigenos mediada por Imunoglobulina E (IgE). O agregamento desse
receptor induz multiplas vias de sinalizagao que controlam diversas respostas efetoras,
incluindo a secrecédo de mediadores alérgicos e indugdo de transcricdo de genes de
citocinas, resultando na secregdo de moléculas como IL-6, TNF-alpha e fatores
estimuladores de colénia granuldcitos-macrofagos (TURNER; KINET, 1999). FceRI é,
portanto, central para a indugdo e manutengao de respostas alérgicas e pode conferir
protecao fisiolégica em infecgbes parasiticas. No entanto, a sinalizacdo por esse
receptor aumenta de forma significativa com a vida, o que pode aumentar de forma
exacerbada concentracbes sorolégicas de IL-6, uma citocina extremamente
relacionada com o envelhecimento e apelidada de “Citocida dos Gerontdlogos”.
Existem fortes evidéncias que sugerem que concentragbes sorolégicas de IL-6
aumentam com a idade (MAGGIO et al., 2006) e também que a producao excessiva ou
reducado da remocgéao de radicais livres de oxigénio, que estimula a producgao de IL-6,
possam ser importante para esse aumento (MAGGIO et al., 2006). Além disso,
permanece uma questdo fundamental se niveis altos de IL-6 tem o propdsito de
resolver uma resposta inflamatéria que € inapropriadamente longa ou se uma
desregulagdo primaria na produgdo de IL-6 é responsavel pelo estado crénico

pré-inflamatério, que possui um impacto negativo na qualidade da saude.
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Modulo M2

O moddulo M2 possui estruturas de enriquecimento menores do que o M1, por
isso permitiu-se a presengca de vias de sinalizacdo com poucos componentes
enriquecidos. Mas, da mesma forma que o médulo M1, a expressao mediana das vias
gerais do sistema imune (inato e adaptativo) possuem uma correlagéo positiva com a
idade. Nesse moddulo, também foi detectado duas grandes estruturas de vias de
sinalizacao, relacionados a doencas de transdugdo de sinais no sistema imune e

reparo de DNA, de forma analoga aos mecanismos real¢ados pelos AgingGenes,

Apesar de ndo estarem correlacionadas com a idade, ha diversas vias altamente
enriquecidas para maquinarias de reparo de DNA, especialmente reparo por excisao de
base e dipirimidinagdo, podendo indicar que mecanismos de reparo possam estar
sendo ativados em diversos momento durante vida, ndo sendo necessariamente algo

progressivo, detectavel por correlagdes lineares.

A via de doencas de transducéo de sinais possui forte correlagcéo positiva com a
idade, ao mesmo tempo que vias de deficiéncia em MyD88 e TNFR1 em TLR2 e/ou
TLR4 diminuem ao longo da vida, compactuando com os achados no médulo M1 sobre
o TLR2. Tal fato sugere que ha uma possivel diminuicdo na transdugdo de sinais
desses dois TLRs devido a possiveis problemas de acumulo de mutagdes em genes
relacionados a producédo e/ou modulagcdo de MyD88, IRAK6 e TRAF6, membros do
eixo de sinalizagdo desse dois TLRs, uma vez que vias de doengas relacionadas a
sinalizagdo através de MyD88 e IRAK6 foram enriquecidas e possuem correlagao
negativa com a idade. Da mesma forma, ambos os genes TICAM1 e TRAFG6, que se
associam na cascata de ativacdo de NF-kB possuem uma expressdo com tendéncia
negativa ao longo da vida. Outra opg¢do também seria que possiveis
mutacgdes/repressdes ao gene Ly96, codificador da proteina MD2 e associada ao
receptor TLR4, levem a perturbagdes na perfeita configuragcao de TLR4, uma vez que
seu perfil de expressao tende a diminuir com a idade, com valor de correlacido Rho =
-0.82.
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Ademais, vias enriquecidas de producdo de ceramida mediada por TNFR1
possuem correlagdes negativas com a idade. Essa via intercede tanto na sobrevivéncia
celular através do NF-kB quanto na morte celular, através da ativagcdo de caspases.
Uma vez que o gene TRAF2, participante da modulagédo de NF-kB no eixo TNFR1-IKK,
possui uma correlagdo negativa com a idade e a via de ativacado de caspases por
ligantes foi enriquecida, com uma correlagao positiva com a idade, pode-se pressupor

um possivel aumento na modulagao de morte celular programada.

Por fim, também houveram vias enriquecidas de regulacdo da expressao génica
por PERK enriquecida e com correlacdo positiva. O PERK, codificada pelo gene
EIF2AK3 (Rho = 0.225), € uma proteina localizada na membrana do reticulo
endoplasmatico (ER) e mantida inativa através da ligagdo da porgéo situada no lumen
com uma chaperona do ER denominada BiP. Essa chaperona também se liga a
proteinas desdobradas e, portanto, se dissocia do PERK quando proteinas
desdobradas se acumulam no ER. Quando ativa, o PERK pode induzir a parada da
traducdo, fazendo com que a tradugao de proteinas direcionadas para o ER sejam
sub-reguladas, desencadeando a deplegcdo de Ciclina D1, que por sua vez
desencadeia a parada do ciclo celular na fase G1. Baseando no perfil de expressao do
submédulo 3 (M2S3), no qual estd relacionado a tal via, pode-se sugerir que
desequilibrios na proteostase, um dos hallmarks do envelhecimento, possam acontecer
desde cedo na vida, por volta dos 35 anos, e tendem a se intensificar continuamente
até em idades mais avancadas, por volta dos 80 anos, onde ficam extremamente

perturbadas.
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6. CONCLUSAO

As metodologias desenvolvidas neste estudo permitiram encontrar perturbagdes
a nivel transcricional que condizem com as caracteristicas morfologicas ja descritas na
literatura e, principalmente, identificar novos transcritos e processos biolégicos nunca

antes relacionados a imunossenescéncia.

Ademais, descobriu-se que existem pelo menos dois grandes momentos durante
a vida no qual o sistema imune sofre alteracbes que podem levar ao estabelecimento
da imunossenescéncia. A primeira delas reside logo no inicio da vida, por volta dos 30
anos, onde se nota perturbacdes relacionadas a transdugao de sinais envolvidas
principalmente na sinalizagdo de linfocitos, controle de células T regulatérias e
proliferagdo celular. Alteragdes continuam a acontecer até meados dos 55 anos, onde
se intensificam, ocasionando uma ruptura clara no perfil de expressdo dos
componentes aqui estudados, denominada de ponto de inflexao transcricional. Essas
alteragdes podem ser um dos responsaveis diretos pelo declinio fisiolégico observado

em idosos.

Tais metodologias podem ser adaptadas para dados de transcriptbmica de
maior qualidade, como RNA-Seq, no qual seria possivel identificar novos transcritos de
forma mais precisa, surgimento de isoformas correlacionadas com a idade e estudar a
dindmica de subpopulagdes celulares do sistema imunoldgico ao longo da vida. Mais
ainda, também podem ser aplicada para outros niveis de informagdes biolédgicas, tais
como metaboldmica e protedmica, para melhor entender as relagdes entre os
componentes do sistema imune. Com isso, espera-se que os achados deste estudo
tenham o potencial de auxiliar a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
imunossenescéncia e subjacentes ao envelhecimento, e futuramente tornar possivel a
criacdo de intervengdes capazes de regular de forma benéfica o remodelamento do

sistema imune durante a vida, permitindo a extens&o da vida com qualidade.
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9. ANEXOS
9.1 Anexo A - Tabelas Suplementares

Todas as tabelas suplementares estdo disponiveis através do link
https://drive.google.com/open?id=1LweUTN9Fe7n4mbLCCeid3wPq7ySGtj7T
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Inflammation induced by influenza virus impairs
human innate immune control of pneumococcus

Simon P. Jochems ©'**, Fernando Marcon®2, BeatrizF. Camniel', Mark Holloway', Elena Mitsi',

Emma Smith', JennaF. Gritzfeld', Carla Solérzanao', Jesis Reiné’, Sherin Pojar’, Elissavet Mikolaou',
EstherL. German', Angie Hyder-Wright'?, HelenHill*?, Caz Hales ', Wouter A. A.deSteenhuijsen Pitersi>5,
Debby Bogaert*=*, Hugh Adler ™', Seher Zaidi', Victoria Connor'?, StephenB. Gordon', Jamie Rylance ™,
Helderl. Nakaya ”** and Daniela M. Ferreira "™

Colonization of the upper respiratory tract by pneumococcus is important both as a determinant of disease and for transmis-
sion inte the population. The immunological mechanisms that centain preumecoceus during colonization are well studied in
mice but remain unclear in humans. Loss of this control of preumococcus following infection with influenza virus is associated
with secondary bacterial pneumonia. We used a human challenge model with type 6B pneumococeus to show that acquisition
of pneumacoccus induced early degranulation of resident neutrophils and recruitment of menacytes to the nose. Manocyte
function was associated with the clearance of pneumococcus. Prior nasal infection with live attenuated influenza virus induced
inflammation, impaired innate immune function and altered genome-wide nasal gene responses to the carriage of pneumococ-
cus. Levels of the cytokine CXCL10, promoted by viral infection, at the time pneumococcus was encountered were positively

associated with bacterial load.

dren under Syears of age than any other disease’. The bur-

denn off didease is agpravated I:t\- albd age, chroaaic ]u:rl.g dideaie,
immunasuppression anm'i.nd co-infection. Secondary preumdnia
following pandemic and seasonal influenza virus infection is a sig-
nificant cause of martality worldwide'.

Nasopharyngeal colonization by Streptoceccus  presmoniie
(poeumoceccus) is commaon, with 40-95% of infants and 10-25%
of adulis cobonized at any given time'. Such PnEumﬂEtlEEﬂ] carriage
is important a3 the prerequisite of infection’, the primary reservoir
for transmission” and the predominant source of immunizing expo-
sure and i.r:'l.murxﬂutl;in:;ﬂ hl:ltl!l.i.ll.ﬁ in both children and adulis*.

Immune dysregulation cased by infection with respicatory
virises sich as influenza beads 1o increased carriage load’. Increased
carriage boad has been associated with paeumonia incidence and
severity, as well as with within-household 5. preusonise transmis-
sion" ' The mechanisms and markers associated with this Pall'u:l-
gen synergy have been difficult 1o study in human subjects due o
the rapidly progresdng nature of the disease.

Ome safe way 1o simulate inflluenza infection in the nose is using
live attenuated infleerza vaccine (LAIV), consisting of cold-adapted
influenza viruses. LATV has been shown 1o ath'clwhm..m‘nlmuupﬁ-
bility to 5. prieumenice and to lead 1o increassd carriage load in mouse
masdels of infection and in vaccinated dhildren™". Furthermorne,
LAIV administration prior 1o 5. preeionoriiae challenge led 1o a 50%
increase in 5. prewnmoniie soquistion, as detected by molecular meth-
ouds, a5 well as a tenfold increase in nasopharyrgeal bacterial boad".

P nmEumonia is a major ‘q]uba] Tsealih Frulu]um;. it kills more chil-

In mouse models of preamococcal carriage, recruitment of
newtrophils and monocytes s the nasopharynx dependent on the
Twl7 subset of I‘lrlper T ealls mediates Lnirruutdugiﬁ:ﬂ control and
chearance’ ™", Influenza virus infection pricnoles type | interferons,
which interfere with recruitment of these phagocyies, although
interferon-y (IFM-v) is postulaled to impair phagocylosis by macne-
phages through downregulation of the scavenger receptor MARCO
{macrophage receptor with collagenous structure)' ™. However, the
precise immune mechanisms and pene mﬁuhwm invalved in the
comtrol and clearance of poeumoececcal carriage in humans have
nod been revealed™. Moreover, how these mechanisms are altersd
d.I.IJ'iJ:IE']II.Imal'I infleenz virus infection remaing ]u.'rﬁui:r unknown.

Systems-biology approaches have allowed the identification of
immiene mechanisms asociated with protection from infectious
diseages and with robua imonne resporses during vaccination™ =,
Here, we applied systems bicdogy 1o nasal samples collected in
the selling of human d\a”u:ngu with LAIYV and 5 Pmumum'ur. LT3}
emulate masal effects of influenza infection on 8. prenmoniae cas-
rizge. We identified the key cellular mechanisms that control newly
u.u.iuiwﬂ Pneumul.'rrur.u] mrn’aﬂv in hurmans, and how I.'|||.':r are dis-

rupted following nasal influenza infection.

Results

LAIV-induced inflammation leads to increased pneumococcal
carriage load and acquisition. [n a double-blinded contralled ran-
domized clinical trial, we administered LAIV {n=55) 3days prior
10 5. preumanide inoculation (day 0k To verify the requisite topical
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Calcium/calmodulin-dependent kinase kinase 2
regulates hematopoietic stem and progenitor cell
regeneration

Luigi Racioppi"**, William Lento™, Wei Huang', Stephanie Arvai’, Phuong L Doan', Jefirey R Harris', Fernando Marcon®,
Helder | Makaya®, Yaping Liu® and Nelson Chao’

Hemalopoletic stem and progenitor cells (HSPCs) are predominantly quiescent in adults, but proliferate in response to bone
marrow (BM) injury. Here, we show that deletion of Ca™/calmodulin (CaM)-dependent protein kinase kinase 2 (CaMKK2) promotes
HSPC regeneration and hematopoielic recovery lollowing radiation injury. Using Camkk2-enhanced green flucrescent protein
(EGFP) reporter mice, we found that Camkk2 expression is developmentally reguiated in HSPC. Deletion of Camik2 in HSPC
resulls in a significant downregulation of genes affiliated with the quiescent signature. Accordingly, HSPC from Camid null mice
have a high prolifarative capability when stimulated [n witro in the presence of BM-derived endothelial cells. In addition, Camik2
null mice are more resistant 1o radiation injury and show acceberaled hematopoietic recovery, enhanced HSPC regeneration and
ultimately a prolonged survival following sublethal or lethal todal body iradiation. Mechanistically, we propose that CaMKK2
reqguiates the HSPC response to hematopobelic damage by coupling radiation signaling to activation of the anti-proliferative AMP-
activated protein kinase. Finally, we demonstrated thal systemic administration of the small molecule CaMKK2 inhibitor, STO-503,
1o iradiated mice enhanced HSPC recovery and improved survival. These findings identity CaMKK2 as an important regulator of
HSPC regeneration and demonstrate CaMKK2 inhibition is a novel approach to promoting hematopoietic recowery after BM injury.

Call Death and Dvsease (2017) B, a3075; doi:10.1038/cddis 2017 474; pubished onine 5 Oclober 2047

Hematopoietic stem and progeniter cells (HSPCs) reside in
specialized bone mamow (BM) niches that provide signals to
engure blood production and maintain the long-term hemato-
posetic stem cell (LT-HEC}) pool. Extensive studies of the niche
have identified several cell types such as ostecblasss.’
endothelial cells,” osteomacs,” regulstory T cells® and
sympathetic neurons® s contributors of the physiclogic
microenvironment.®” These cells engage HSPG through both
physical contacis and soluble paracrine signaling molecules
including CXC chemokine Bgand 12 (CxXCL12), stem cel
tacior (SCF), non-canonical and canonical Wit ligands, and
epidermal growth fzcior™” fo control niche retention and sali-
renewal. Although these molecules may ftrigger calcium
transients, the role of calcium-dependent cascades in the
mechanism regulating HSCP regeneration has not been
slucidated ™12

Calmodulin  (CaM) s the primary intercellular calcium
sensor and binding to free cylosolic Ca® causes conforma-
tional changes that facilitate its interaction with the muls-
functional SenThr kineses Ca™*/CaM-dependent protein
kinaze I, IV {CaMKl and CaMEKIV, respectively) and Ca®
*CaM-dependent protein kinase kinase 1 (CaMKK1) and
CeMKK2 fto activate Ca®/CaM-dependent signaling
cascades. ™" CaMKK2 activation pemmits phosphonylation
of CaMkl, CaMKIV and the adenosine monophosphate

activated protein kinase [AMPK).'™ The expression of
CaMKK2 is relatively call type recstricted and outside the brain
it iz found in ostecblasts'” macrophages™ and myedoid
progenitors.™

Here, we demonstraie CaMERK:2 functions as a critical kinase
that regulates the regenerstion of HSPC. CaMEK2 deficiency
downregulates genes affilisted with stem cell quiescence and
causes 8 HSPC hyper-proliferative phenotype én witno and
scceleraies hemalopoistic recovery following radiation injury
i v, Mechanistically, we demonstrate CalB(H2 is required to
fink radiation injury with AMPE activation and p53 accumulation.
Imiportantly, the transient inhibition of CaMKK2 with the small
moleculs CaMKK2 kinase inhibitor STO-E09" improves survi-
val and hematopoietic regenenation.

Results

CaMKK2 expression is enriched in HSPC in vivo. We
used CaMiK2-enhanced green fuorescent protein (EGFP)
mice o determine the location and phenctype of Cambkkz-
expressing cells within the BM microenvirocnment. The
analysis of reporier bone sections by immunofluorescence
revealed activity in individual single cells throughout the BM
(Figura 1A). A subset of EGFP-positive cells was located
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CEMiTool: a Bioconductor package for @

performing comprehensive modular co-
expression analyses

Pedro 5 T. Russo'”, Gustavo R. Ferreira'', Lucas E. Cardozo', Matheus C Birger', Raul Arias-Carraseo”,
Sandra R. Maruyama®, Thiago D. C Hirata', Didgenes & Lima', Fernanda M. Passas', Kivashi F. Fukutani?,
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Abstract

Backgrowund: The analysis of modular gene co-expression networks is a well-established method commaonly used
tor discowvening the systems-level functionality of genes. In addition, these studies provide a basis for the discowery
af clindcally relevant molecular pathweays underlying different diseases and conditions.

Results: In this paper, we present a fast and easy-to-use Bioconductor package named CEMITool that undfies the
discovery and the analysis of co-expression modules. Using the same real datasets, we demonsirate that CEMiToal
outperfanms existing tools, and provides unigue results i a wser-friendly himl report with hagh guality graphs. Amang
itz features, our tool evaluates whether modules contain genes that are over-represented by specific pathways or that
ara altered in a specific sample group, as well as it integrates mranscriptomic data with interactome information,

diseaza’s physiopathology.

identifying the potential hubs on each network. We successfully applied CEMiTool to over 1000 transcriptome
datasets, and o a new RbA-seq dataset of patients infected with Lelshmania, revealing nowvel insighits of the

Condusion: The CEMiTood B padssge prowides users with an easy-to-use method to automatically implement gene co-
expression network anahyses, obtain key information about the discovered gene miodules using addiional dowmstream
anakyses and refrieve publication-ready results via a high-guality interactive report.

Keywords: Co-expression modules, Gene networks, Modular analysis, Leishmardasis, Trenscriptomics

Background
Cellular processes are controlled by a host of interact-
ing molecules whose activity and levels are frequently
co-regulated or co-expressed. Detecting the groups
(Le. modules) of co-expressed genes in a myriad of
biological conditions has generated important insights
in brain evolution [1], corenary artery disease [2], and
macrophage activation [3], among many other bio-
logical conditions.

Following evidence that genes interact with each
other in a scale-free fashion [4], Zhang and Horvath
developed an B package named WGCMA (Weighted

= Comespanoencs hnakcrymiuan br

“Eouel conribiinn

'Deparment of Clinical and Tosdcological Anabwes, Schodl of Prammaceuncal
SChENCE, uI'IM"I'ﬂT!a'I:f Sa0 Pawslo, 530 Faulo, SF 05508-900, Bras]
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Gene-Coexpression Metwork Analysis) that identifies
co-exprested gene meodules [3]. Although wtorials
and examples are available for using the package,
following its workflow wverbatim 8 time-consuming
and tiresome. Moreover, users are often required to
manually select parameters and to flter the input
genes prior running WGCNA. This hinders workflow
automation and can impact reproducibility since dif-
ferent researchers may uotbilize different parameters,
obtaining distinct results for the same data set. More
importantly, WGECNA s limited in terms of the func-
tional analyses available for the package users.

After identifing co-expressed gene modules, researchers
are often interested in performing functional and integra-
tve analyses. Ower-representation analysis (ORA) can be
wied to reveal if a set of co-expressed genes & enriched for
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