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RESUMO

O aumento da expectativa de vida e o envelhecimento populacional tém
contribuido para o crescimento da prevaléncia da doenca de Alzheimer (DA),
uma vez que o envelhecimento é um dos fatores de risco para o
desenvolvimento da forma esporadica da doenca. O diagnostico da DA é
essencialmente baseado na avaliacdo clinica e requer a experiéncia de
profissionais altamente treinados para um diagndéstico conclusivo. No entanto,
devido a complexidade da doenca e a necessidade de métodos mais precisos,
a pesquisa por biomarcadores tem ganhado uma crescente importancia. Nos
ultimos tempos, tem-se observado um aumento significativo no interesse pelo
papel dos microRNAs (miRNAs) na regulacdo da expressdo génica e sua
associacdo com a DA. Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA nao
codificantes que desempenham um papel crucial na regulagcdo de processos
celulares. Varios miRNAs foram identificados como potenciais marcadores para
o diagnéstico e progressdo da DA. O presente estudo objetivou realizar uma
busca por miRNAs diferencialmente expressos em liquor cefalorraquidiano
(LCR) de pacientes com DA comparados a individuos cognitivamente
saudaveis, a partir de banco de dados publicos e usando ferramentas de
aprendizado de maquina, com validacdo dos resultados em uma revisao
sistematica e a proposi¢cao de vias biologicas reguladas. Para isso, a primeira
busca foi realizada na plataforma GEO Database e aplicado o algoritmo
LightGBM. Posteriormente, a revisdo sistematica foi realizada utilizando o
PECO - populacao (P): individuos idosos, exposicdo (E): doenca de Alzheimer
(C): individuos cognitivamente saudaveis, desfeixo ou outcome (O): miRNAs
diferencialmente expressos no liquor, usando 0s repositorios eletrénicos:
MEDLINE/PubMed (Medical Literature Analysis and Retrieve System Online),
Scopus, Cinahl, Web of Science e Embase. A andlise de vias foi feita no
miRTarBase. ApoOs a sobreposi¢cdo dos resultados obtidos pelo algoritmo e pela
revisdo sistematica, foram identificados sete miRNAs mais diferencialmente
expressos no liquor de individuos com DA: miRNA-1274a, miRNA-193a-5p,
MiRNA-28-3p, mMiRNA-30a-3p, miRNA-145, miRNA-19b e miRNA-143. Na
analise de enriquecimento de vias, foram identificadas: resposta ao dano no

DNA por ATM, sinalizacdo ERBB, sinalizacdo de mensageiro secundario



intracelular, sinalizacdo MAPK e sinalizacdo TGF-beta, as quais possuem
participacao na fisiopatologia da DA. Os resultados sugerem que os mMiRNA-
1274a, miRNA-193a-5p, miRNA-28-3p, miRNA-30a-3p, miRNA-145, miRNA-
19b e miRNA-143 podem estar envolvidos nos mecanismos moleculares e nas
vias bioldgicas envolvidas na doenca e podem ser no futuro alvos terapéuticos

para a DA.

Palavras chaves: doenca de Alzheimer; mirnas; biomarcadores; revisdo

sistematica; vias biolégicas; aprendizado de maquina.



ABSTRACT

The increase in life expectancy and the aging population have contributed to the
growth in the prevalence of Alzheimer's disease (AD), as aging is one of the risk
factors for the development of the sporadic form of the disease. The diagnosis
of AD is primarily based on clinical evaluation and requires the expertise of
highly trained professionals for a conclusive diagnosis. However, due to the
complexity of the disease and the need for more precise methods, research on
biomarkers has gained increasing importance. In recent times, there has been a
significant increase in interest in the role of microRNAs (miRNASs) in gene
expression regulation and their association with AD. MiRNAs are small non-
coding RNA molecules that play a crucial role in regulating cellular processes.
Several miRNAs have been identified as potential markers for the diagnosis and
progression of AD. This study aimed to search for differentially expressed
MiRNAs in the cerebrospinal fluid (CSF) of AD patients compared to cognitively
healthy individuals using public databases and machine learning tools, with the
validation of the results in a systematic review and the proposal of regulated
biological pathways. To do this, the initial search was conducted on the GEO
Database platform, and the LightGBM algorithm was applied. Subsequently, the
systematic review was performed using the PECO framework — Population (P):
elderly individuals, Exposure (E): Alzheimer's disease, Control (C): cognitively
healthy individuals, Outcome (O): differentially expressed miRNAs in CSF,
utilizing the electronic repositories: MEDLINE/PubMed, Scopus, Cinahl, Web of
Science, and Embase. Pathway analysis was conducted using miRTarBase.
After overlapping the results obtained by the algorithm and the systematic
review, seven miRNAs were identified as the most differentially expressed in
the CSF of individuals with AD: miRNA-1274a, miRNA-193a-5p, miRNA-28-3p,
MiRNA-30a-3p, miRNA-145, miRNA-19b, and miRNA-143. In the pathway
enrichment analysis, the following pathways were identified: DNA damage
response by ATM, ERBB signaling, intracellular second messenger signaling,
MAPK signaling, and TGF-beta signaling, all of which have a role in the
pathophysiology of AD. The results suggest that miRNA-1274a, miRNA-193a-
5p, MiRNA-28-3p, miRNA-30a-3p, miRNA-145, miRNA-19b, and miRNA-143

may be involved in the molecular mechanisms and biological pathways



associated with the disease and could potentially serve as therapeutic targets
for AD in the future.

Keywords: alzheimer's disease; mirnas; biomarkers; systematic review;

biological pathways; machine learning.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Em 2025, o Brasil sera o sexto pais do mundo em numero de idosos, e,
consequentemente, o numero de pessoas afetadas por doencas relacionadas
ao envelhecimento também aumentara. Uma dessas condi¢des é a Doenca de

Alzheimer (DA), que ja atinge mais de um milh&o de pessoas no pais.

A DA é uma neuropatologia que afeta a formacdo de memodria,
aprendizado e a autonomia do individuo. Embora néo tenha cura, o diagnéstico
precoce pode direcionar o tratamento e melhorar a qualidade de vida do
paciente. No entanto, o diagndstico da DA é exclusivamente clinico, e a doenca
ndo possui biomarcadores padronizados para rastreamento e diagndstico.

Os miRNAs sao pequenos RNAs nao codificantes com 21-25
nucleotideos, possuem estruturas altamente conservadas, sao moléculas
estaveis e estdo presentes na maioria dos fluidos corporais. A utilizacdo dos
mMiRNAs como biomarcadores tem sido investigada em varias condi¢cdes
clinicas, uma vez que sdo moléculas capazes de controlar a expressao de
outros genes. Assim, os mMiIRNAs sdo potenciais alvos de estudo para o
conhecimento da fisiopatologia das doencas e marcadores de diagnéstico. O
presente estudo se justifica por investigar miRNAs presentes no liquido
cefalorraquidiano relacionados a DA, podendo, no futuro, melhorar a preciséo
diagnostica da DA e permitir o inicio mais precoce do tratamento, melhorando

assim a qualidade de vida do paciente.



16

2. INTRODUCAO

Por ano, é esperado que 10 milhBes de pessoas no mundo sejam
diagnosticadas com deméncia, um namero que se acumula com outros 55
milhdes de pessoas que ja convivem com esta condi¢cdo (WHO, 2023). Entre os
tipos de deméncia, a mais comum é a Doenca de Alzheimer (DA) que
representa entre 60%-70% dos casos relatados (OPAS, 2020). Segundo dados
publicados por Khan et al. (2020), o Brasil ocupa o oitavo lugar no ranking dos
paises que possuem maiores incidéncias de DA e j& registrou mais de um

milh&o de casos de pacientes com a condi¢cdo (KHAN et al., 2020).

A DA é uma doenca neuroldgica e complexa, que foi caracterizada pela
primeira vez em 1905, pelo pesquisador Alois Alzheimer, durante a autopsia de
uma mulher de 55 anos que possuia histérico de disturbios cognitivos e de
comportamento (ALZHEIMER et al., 1995). Foi descrita a presenca de
emaranhados neurofibrilares (Neurofibrillary Tangles — NFTs) e de placas
neuriticas, que mais tarde seriam caracterizadas por formas hiperfosforiladas e
clivadas da proteina tau e do peptideo B-amildide (AB), respectivamente
(GLENNER et al., 1984; KANG et al., 1987). Atualmente, ndo ha cura para DA
e sua fisiopatologia ainda nédo foi totalmente elucidada. Sabe-se que sua
evolucao é lenta e que o sinal clinico inicial é a incapacidade de formar novas
memarias, e que em seu estagio tardio a doenca € caracterizada pelo quadro
de deméncia (ALZHEIMER DISEASE INTERNATIONAL et al., 2023; JAGUST
et al., 2018).

Na fisiopatologia da DA, ocorre agregacdo e deposicao de proteina -
amildide (AB) na superficie extracelular de neurénios, a qual forma oligbmeros
e fibrilas, além da hiperfosforilacdo da proteina tau cerebral, que se acumula
nos microtibulos dos neurénios e forma NFTs (SOBOW et al., 2004;
SCHOONENBOOM et al., 2004; JIN et al., 2011). Como consequéncia, as
células neurais ficam mais propensas a atividades citotoxicas que levam a
destruicdo da estrutura neural e ao declinio da memdria e aprendizado dos
individuos (YANG et al., 2019). E importante ressaltar que 0S processos

fisiopatoldgicos da doenca podem comecar décadas antes de algum sintoma
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clinico (MONTINE et al., 2012). Com o amplo estudo da patologia, foi visto que
outros mecanismos também estdo relacionados ao desenvolvimento da DA
como neuroinflamacéo, mutacdes no gene APOE, degeneracdo neurofibrilares,
disfuncdo sinaptica e desequilibrio de neurotransmissores, disfuncao do
microbioma intestinal, presenca de doencas infecciosas, estresse oxidativo, e
autofagia (KHAN et al., 2020).

Inicialmente, o diagnostico da DA era feito exclusivamente por meio de
critérios clinicos e a avaliacdo neuropatoldgica era usada para a confirmacéo
da doenca p6s mortem (TREJO-LOPEZ et al., 2021). Entretanto, o National
Institute of Neurological and Communication Disorders and Stroke-Alzheimer's
Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) atualizou em
2011 os critérios com o0 objetivo de aumentar a sensibilidade e especificidade
do diagndstico da DA adicionando marcadores liquoricos (BREIJYEH et al.,
2020; MCKHANN et al., 2011). Entretanto, mesmo com todos os avangos, 0
diagnostico da condicdo ainda depende da avaliagéo clinica de profissionais
gualificados para tal, sendo o diagnostico conclusivo da doenca realizado apos
a morte do paciente por meio da autopsia (BATEMAN et al., 2020). Sendo

assim, a busca por novos biomarcadores se faz necesséaria.

Os MicroRNAs (miRNAs) sao pequenos RNAs nao codificantes
(ncRNAS), que possuem entre 21 e 25 nucleotideos, eles estdo envolvidos na
modulacdo da expressao génica e em diversos mecanismos moleculares (DE
SOUSA MARTA et al., 2019; GRIFFITHS-JONES et al., 2006). O que faz dos
MiRNAs excelentes candidatos como biomarcadores de processos fisioldgicos
e patologicos € o fato de apresentarem alta especificidade tecidual,
sensibilidade, facil acesso e sua obtencéo ser minimamente invasiva (HO et al.,
2022). Os miRNAs estédo envolvidos na regulacéo de diversas condicbes como
cancer, doencas cardiovasculares, metabdlicas e deméncias (DE SOUSA
MARTA et al., 2019; LEE et al., 2021. Os mesmos podem ser encontrados no
plasma, soro, tecidos e no liquido cefalorraquidiano (LUKIW et al., 2007;
SWARBRICK et al., 2019; TAKOUSIS et al., 2019). Diversos estudos
relacionaram e validaram miRNAs envolvidos na DA, como por exemplo

MiRNA-9, miRNA-125b e miR-128 tiveram alteracfes induzidas pela producéo
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de espécies reativas de oxigénio (ROS) em pacientes com DA; e 0 miRNA-
29a/b/c, mMIRNA-107 miRNA-181c, miRNA-101, miRNA-15, miRNA-125b,
mMiRNA-128 e miRNA-146a, os quais tiveram expressao alterada no cérebro de
pacientes com DA (LUKIW et al., 2007).

O objetivo do nosso estudo foi a realizacdo de um levantamento
sisteméatico dos bancos de dados disponiveis a fim de verificar miRNAs
diferencialmente expressos no liquido cefalorraquidiano de pacientes
diagnosticados com a DA. Além disso, por meio das técnicas de aprendizado
de maquina, foi realizada a avaliacdo dos principais miRNAs que mostraram
valores preditivos satisfatérios para a diferenciacdo dos pacientes com DA em
relacdo a pacientes saudaveis, além do estudo de vias biolégicas controladas
por estes miRNAs encontrados. O trabalho fornecera dados para o
entendimento da relacdo dos miRNAs com a DA, podendo futuramente ser

validados como biomarcadores para o diagnostico da doenca.
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3. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

3.1. EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE ALZHEIMER

De acordo com estatisticas recentes, estima-se que 55 milhdes de
individuos no mundo vivem com algum tipo de deméncia, e espera-se que a
cada ano, 10 milhdes de novos casos sejam registrados. Projecbes da
Organizacao Mundial da Saude (OMS), para o ano de 2050, indicam que o
numero total de pacientes acometidos ultrapasse o numero de 130 milhdes de
pessoas (WHO, 2023). Ja no Brasil, cerca de um milh&do de pessoas vivem com
algum tipo de deméncia e 100 mil novos casos s&o diagnosticados por ano
(BIBLIOTECA VIRTUAL EM SAUDE, 2023). Em relac&o ao nimero de pessoas
gue vivem com a DA, o pais ocupa o oitavo lugar no ranking global, ficando
atras apenas da China, EUA, india, Jap&o, Alemanha, Russia, e Franga no ano
de 2010 (KHAN et al., 2020).

A DA é a forma mais comum de deméncia e representa cerca de 70%
dos casos (WHO, 2023). Em 2019, foi registrado que a DA e outras deméncias
estao listadas entre as 10 principais causas de morte ho mundo, ficando em
sétimo lugar em todo mundo e terceiro lugar nas Américas e na Europa (OPAS,
2020; WHO, 2021). E observado também que a DA possui grande impacto
econdmico, pois em 2019 foi estimado que os custos da doenca foram de 1,3
trilndes de dolares, e o estimado para 2030 é que esse valor seja de 2,8
trilndes de dolares (WHO, 2023). Por pessoa, 0 custo anual varia de 16 a 36
mil dolares, de acordo com a gravidade e pais do individuo (WHO, 2021). Os
dados sugerem que a DA esta se tornando uma das doencas mais letais e
onerosas do século 21 (SCHELTENS et al., 2021).

Uma das caracteristicas da DA é que sua incidéncia aumenta com a
idade, pois cerca de 8% dos pacientes tém idade igual ou superior a 65 anos, e
entre 25%-50% possuem idade superior a 85 anos (KHAN et al., 2020; MIECH
et al.,, 2002), condicdo essa relacionada ao envelhecimento anormal dos
neurdnios relacionado a desestabilizacdo genbmica e alteracdes nas vias

metabolicas, processos de oxidacdo do DNA, encurtamento dos telébmeros e
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disfungbes mitocondriais (ZHU et al., 2021; THAL et al., 2015; CHEN et al.,
2022).

Outra caracteristica € que a condi¢do atinge mais a populag¢édo feminina
(KHAN et al., 2020), uma vez que cerca de dois tercos dos pacientes com DA
sdo mulheres na populagdo estadunidense (ZHU et al., 2021). Uma possivel
explicacdo é que mulheres vivem mais que homens, dessa maneira, S0 mais
propensas a desenvolver a doenca ao longo da vida. Outras explicacdes
relacionadas séo a diferenca estrutural dos cérebros masculinos e femininos,
expressdo de biomarcadores, respostas psicossociais ao estresse, gravidez,
menopausa e hormbénios sexuais, antecedentes genéticos, inflamacao, e
disturbios vasculares (ZHU et al., 2021; DUMITRESCU et al., 2019; MATY!I et
al., 2017).

3.2. FISIOPATOLOGIA DA DOENCA DE ALZHEIMER

A DA é caracterizada pela agregacdo anormal da proteina AP e a
formacdo da placa senil, acdo anormal da enzima que cliva a proteina
percursora amiloide (APP), e a formacdo NFTs em consequéncia de
hiperfosforilagdo da proteina Tau (DE STROOPER et al., 2016; TIWARI et al.,
2019; CONGDON et al., 2018). A Figura 1 representa um cérebro saudavel e
um cérebro de paciente com DA, que exemplifica os eventos citados. A nivel
anatémico, a DA é definida por atrofia cerebral associada a perda de sinapses
e neurbnios (CONGDON et al., 2018). A formacdo das placas AB acontece
inicialmente nas regides neocértex basal, temporal e orbitofrontal do cérebro e
posteriormente progridem e atingem o0 neocortex, hipocampo, amigdala,
diencéfalo e ganglios da base, sendo que em casos mais graves, as placas
podem ser encontradas no mesencéfalo, tronco cerebral inferior e também no
cortex cerebelar (TIWARI et al., 2019). J4 a deposicdo da proteina tau se inicia

no cértex entorrinal e no hipocampo (CONGDON et al., 2018).
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Figura 1: Comparacdo da estrutura cerebral entre um cérebro normal e
um com doenca de Alzheimer. Imagens de ressonancia magnética ilustrando
a estrutura de um cérebro normal (a) e um cérebro com DA (b). Imagens de
ressonancia magnética revelam uma diminuicdo no volume da substancia
cinzenta em um paciente com DA quando comparado a um individuo saudavel.
Em relacdo aos individuos saudaveis, os pacientes com DA apresentam uma
reducdo de 26 a 27% no volume do hipocampo e uma diminuicdo de 38 a 40%
no volume do cortex entorrinal (ERC). Conforme a doenca progride, a atrofia se
expande para outras regides do lobo temporal medial, resultando na perda de
substancia cinzenta no giro temporal medial, na area para-hipocampal, nos
giros para-hipocampais, fusiformes e no polo temporal. As ilustracdes
respresentam neurbnios de individuos cognitivamente saudaveis (c) e de
pacientes com DA (d). A DA é caracterizada pela atrofia cerebral acompanhada
pela perda singptica e morte de neurdnios. Ocorre a formacao de emaranhados
neurofibrilares (NFTs) em decorréncia da hiperfosforilacdo da proteina tau
presente nos microtubulos. Além disso, também ocorre a formacédo de placas
de peptideo B-amiléide (AB), devido ao processamento inadequado da proteina
precursora amildide (APP). (Adaptado de CHANDRA et al., 2019)
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3.3. PROCESSAMENTO DA PROTEINA PRECURSORA
AMILOIDE E ACUMULO DA PROTEINA BETA-AMILOIDE

Em 1905, Alois Alzheimer relatou os resultados obtidos durante a
autopsia de uma mulher de 55 anos que faleceu com disturbios cognitivos e
comportamentais progressivos (ALZHEIMER et al., 1995). O pesquisador notou
a presenca de NFTs e placas neuriticas no cérebro autopsiado, que mais tarde
foram caracterizadas por formas hiperfosforiladas e clivadas da proteina tau e
do AR, respectivamente (GLENNER et al., 1984; KANG et al., 1987). O A é
um produto de clivagem da APP que tem sido alvo de diversos estudos desde
entdo. Sua funcdo fisiolégica ainda ndo foi bem elucidada, entretanto foi
sugerido que a APP possui agado no crescimento de neuritos e sinaptogénese,
trafego de proteinas neuronais ao longo do axoénio, transducdo de sinal
transmembrana, adesao celular e metabolismo de calcio (ZHANG et al., 2011).
Além disso, o peptideo AB também desempenha fun¢bes importantes na
fisiologia da sinapse, regulando a liberacdo de vesiculas sinapticas e o

escalonamento sinaptico (O'BRIEN et al., 2011).

A APP é uma proteina da familia das precursoras amiloides que possui
dominios extracelulares e é uma glicoproteina transmembranar do tipo | de
passagem unica (BAYER et al., 1999, ZHANG et al., 2011). Em condicdes
normais, a glicoproteina é clivada por via ndo amiloidogénica, entretanto, em
condicBes de doenca, ela é clivada por via amiloidogénica (Figura 2) (TIWARI
et al., 2023). A APP é sintetizada no reticulo endoplasméatico (ER) e depois
transportada para a rede trans-Golgi (TGN), através do complexo de Golgi, e
sua maior concentracdo se encontra nos neurdnios em estado estacionario
(ZHANG et al., 2011). O splicing alternativo durante a transcricdo de APP gera
oito isoformas possiveis, as trés mais comuns sao 695, 751 e 770 aminoacidos,
onde a primeira € mais expressa no sistema nervoso central (BAYER et al.,
1999). O processamento da APP ocorre de maneira rapida e em larga escala
nos neurbnios. As secretases desempenham papel fundamental nesse
processo, dividindo a proteina em trés fragmentos. Essa clivagem pode ocorrer
pela via amiloidogenica ou ndo amiloidogenica (CHOW et al., 2010). Quando a
clivagem é iniciada pela alfa-secretase (a-secretase), ndao ha formagcao de AB.

No entanto, se a clivagem ocorrer sequencialmente pela beta-secretase 1
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(BACE1) e gama-secretase (y-secretase), haverd a producédo do AB, que, por
sua vez, se agrega e forma as placas amildides encontradas nos cérebros
afetados pela DA (CHOW et al., 2010; O'BRIEN et al., 2011).

O AB é um polipeptidio insoluvel que se agrupa e forma as chamadas
placas beta amiloides (ABP) que sao deteriorantes para as células e podem
gerar as seguintes condi¢des: impedir a comunicacao e sinalizagéo entre dois
neurbnios, levar a inflamacdo e danificar neurbnios circulantes e causar
guadros de hemorragia, uma vez que, ao se depositar do lado externo dos
vasos sanguineos, pode impedir o fluxo sanguineo (ASHRAFIAN et al., 2021).
Os polimeros AB podem ser de dois tipos, AB40 e AB42, o primeiro € mais
abundante e menos téxico, enquanto o segundo é altamente insolavel,
neurotoxico e mais propenso a agregacao, e por consequéncia, a formacgao de
oligbmeros, polimeros e, eventualmente, placas amiloides insolaveis (TIWARI
et al., 2019; LENG et al., 2021). A agregacao de AB40 e AB42 leva ao aumento
de canais i6nicos bloqueados, homeostase de calcio alterada, aumento do
estresse oxidativo mitocondrial, diminuicdo do metabolismo energético e da
regulacdo da glicose, e inibicdo sobre neurdnios e sinapses, fundamental para
a formacdo de memodrias (TIWARI et al., 2019; GALVAO et al., 2019). E
importante ressaltar que varios modelos de agregacao de AR coexistem na
doenca de Alzheimer, sendo eles monémeros, oligdmeros, protofibrilas, fibrilas
e placas de AB (Figura 2). Trabalhos recentes demostram que provavelmente
cada um apresenta um nivel diferente de impacto, o que pode refletir na sua
importancia diagnostica (HEPPNER et al., 2015).
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Figura 2: Vias de processamento da proteina precursora amildide (APP).

(@) na via nao amiloidogénica, a APP é clivada sequencialmente pela alfa-
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secretase e gama-secretase e ndo ha formacdo do peptideo (B-amiloide (AB).
(b) na via amiloidogenica a clivagem ocorre inicialmente pela beta-secretase 1
(BACEL) e, em seguida, sofre acdo da gama-secretase, ocorrendo a producao
de AB. As moléculas de AR se agregam e formam mondmeros, oligbmeros,
protofibrilas, fibrilas e placas amiloides que podem ser encontradas nos
cérebros de pacientes com DA (Adaptado de HEPPNER et al., 2015).

Proteina Tau

7z

A proteina tau é codificada pelo gene MAPT no cérebro humano e
devido ao seu splicing alternativo seis principais isoformas de tau sdo geradas
(YE et al., 2022). Em condi¢cdes normais, a proteina tau confere estabilidade
aos microtubulos por estabelecer pontes de interconexao entre eles, pois ela
possui um dominio de ligagao a tubulina para a formagédo da estrutura madura
e estavel (CONGDON et al., 2018). Entretanto, quando a proteina entra em
contato com quinases, liberadas em consequéncia da abundancia de AR,
ocorre sua hiperfosforilacdo e por consequéncia a instabilidade do conjunto do
microtubulo que primeiro se desfaz, e depois pode formar mondmeros,
filamentos helicoidais e filamentos retos que ao sofrerem oligomerizacgéao,
formando os NFTs (Figura 3) (TIWARI et al., 2019; CONGDON et al., 2018).
Os NFTs sdo manchas retas, fibrilares e insollveis no citoplasma da célula
neural que podem causar a perca de comunicacéao e sinal entre os neurénios e
a apoptose da célula (23). Na DA, a tau forma mondmeros, filamentos
helicoidais e filamentos retos (CONGDON et al., 2018). Tanto a tau anormal
solivel quanto seus oligbmeros sdo tOxicos para 0s neurdnios, e dessa

maneira, leva a morte celular e a deméncia (29).
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Figura 3: Acdo da proteina tau na estabilidade do microtubulo. (A)
representacéo da proteina Tau estabilizando os componentes do microtubulo.
Ha formacdo de uma estrutura madura e estavel devido ao seu dominio de
ligacdo a tubulina. (B) representacdo do microtubulo em desordem apos a
hiperfosforilagdo da proteina Tau, o0 que resulta em instabilidade dos
microtubulos e na sua desmontagem. Posteriormente ha formacdo de
mondmeros, filamentos helicoidais e filamentos retos, os quais podem
oligomerizar e formar os emaranhados neurofibrilares (NFTSs) caracteristicos da

DA (Autoria propria).

A proteina tau pode sofrer diferentes modificacbes pods transducionais,
sendo essas a fosforilagdo, acetilacdo e truncamento carboxi-terminal que
interferem no dobramento da proteina (CONGDON et al., 2018). A
hiperfosforilagdo da proteina tau, um dos primeiros eventos que acontece na
DA, atrapalha a capacidade da mesma se ligar e promover a montagem dos
microtubulos. Na DA, o padrdo de fosforilacdo se altera de acordo com a

evolucdo da doenca - € visto que a fosforilacdo de sitios como Serl99,

Ser202/205, Thr231 e Ser262 estdo relacionados com os pré-emaranhados
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nos processos neurais (LUNA-MUNOZ et al.,, 2007; AUGUSTINACK et al.,
2002), além disso, a fosforilagdo em um local pode estimular a fosforilagdo em
outras regides da proteina (CONGDON et al., 2018).

Foi relatado que o AB pode ser responsavel por controlar a clivagem e a
fosforilagcdo da proteina Tau, e por consequéncia, controlar a geracado dos
NFTs (O'BRIEN et al.,, 2011). A fosforilagdo normal de tau é explicada pela
regulacdo dinamica entre as tau quinases e tau fosfatases, sendo as principais
qguinases glicogénio-sintase quinase-3 (GSK-3B8) e proteina quinase
dependente de ciclina 5 (cdk5), que séo ativadas por AB; as proteinas quinase
dependente de cAMP (PKA); e quinases ativadas por estresse (O'BRIEN et al.,
2011; GONG et al, 2008). Outras quinases importantes para a
hiperfosforilagdo de tau sdo Proteina Quinase C, Proteina Quinase A, ERK2
(uma serina/treonina quinase), caspase 3 e caspase 9, as quais também
podem ser ativadas por Ap (O'BRIEN et al., 2011; TIWARI et al., 2019; GONG
et al., 2008). Ja entre as fosfatases, a principal € a PP2A (GONG et al., 2008).
E importante salientar que os substratos das enzimas citadas também
possuem papel importante na hiperfosforilacdo e agregacédo de Tau (GONG et
al., 2008). Diferentes outros fatores podem causar a hiperfosforilagdo anormal

de Tau, como o metabolismo da glicose cerebral (GONG et al., 2008).
Neuroinflamacéao

A neuroinflamacdo € uma resposta do sistema nervoso central (SNC)
gue pode ser desencadeada por diversos acontecimentos como infeccao,
trauma, isquemia e toxinas (LENG et al.,, 2021). Durante o processo, ha
producdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1B, IL-6, IL-18 e fator de
necrose tumoral (TNF), quimiocinas como CC motif quimiocina ligante 1
(CCL1), CCL5 e CXC motif quimiocina ligante 1 (CXCL1), mensageiros de
pequenas moléculas, como prostaglandinas e 6xido nitrico (NO), e espécies
reativas de oxigénio por células imunes inatas (DISABATO et al., 2016). As
células do sistema inato envolvidas no processo sdo, principalmente, microglia
e astrdcitos, mas outras células como endoteliais e sanguineas também podem
contribuir para o desfecho, em especial quando ha danos na barreira

hematoencefélica (BHE) (LENG et al., 2021). Estudos recentes demostraram
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participacdo do sistema inflamatorio antes do desenvolvimento da DA, quando
o processo inflamatério ocorre sem sintomas clinicos, o que precede a fase
prodromica da doenca, denominada comprometimento cognitivo leve (CCL)
(HEPPNER et al., 2015). Estudos genéticos também ajudaram no melhor
entendimento da relacdo entre DA e sistema imune, uma vez que genes
codificadores de moléculas do sistema imune, como o receptor desencadeador
expresso em células mieléides 2 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid
Cells 2 — TREM2) e o antigeno de superficie celular miel6ide (CD33),
apresentaram variantes patogénicas em modelos animais e pacientes com DA
(JONSSON et al., 2013; GUERREIRO et al., 2013, BRADSHAW et al., 2013).

A microglia faz parte do conjunto de células imunes inatas, de linhagem
mieloide, que esta distribuida em todo o SNC, e sdo responsaveis por localizar
patogenos e detritos celulares, além de fornecer fatores para a manutencéo do
tecido, e promover protecdo e remodelacdo das sinapses (HENEKA et al.,
2015; LENG et al.,, 2021). Este conjunto de células sdo aquelas mais
relacionadas com as alteracfes observadas na DA, uma vez que macrofagos,
provavelmente derivados da micrdglia, e mondcitos sdo observados ao redor
das placas Ap em analise de autépsias (HEPPNER et al., 2015). Ao ser ativada
por patégenos, a microglia se estende até o local da lesdo e inicia uma
resposta imune inata (HICKMAN et al., 2008). Na DA, a microglia se liga a
oligbmeros 3 amildides soluveis e fibrilas AR por meio de receptores, incluindo
receptores inflamatérios (HEPPNER et al.,, 2015; HENEKA et al., 2015). A
ativacao da microglia, também conhecida como microgliose, ocorre quando ha
a ligacao de AP aos receptores CD14, CD36, CD47, TLR4 e TLR6 que, por
consequéncia, passa a produzir citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias
(HEPPNER et al., 2015; HENEKA et al., 2015; PROKOP et al., 2013). Além de
produzir mediadores, a microglia também é responsavel por eliminar AB por
meio de fagocitose (HEPPNER et al., 2015). Em alguns casos de DA, a
depuracgao ineficiente de AR pela micréglia foi identificada como uma das
principais vias patogénicas da condi¢do (HENEKA et al., 2015). E sugerido que
essa reducdo da capacidade de depuracdo se deve a elevacao dos niveis de
citocinas e a diminuicdo de um componente importante para a via fagocitéria, o
beclinl (HICKMAN et al., 2008; LUCIN et al., 2013).



28

Outras células estdo envolvidas na reacdo inflamatéria observada na
DA. Estudos apontam relacdo entre a infiltragdo de células mononucleares
derivadas do sangue no SNC com a DA, relatando que os macrofagos
perivasculares podem ter relagdo com a depuracdo de AR (SIMARD et al.,
2016). Além disso, também foi observado que células endoteliais,
oligodendrdcitos, neurbnios e astrécitos também estdo envolvidos na DA
(HEPPNER et al., 2015), uma vez que células reativas hipertréficas foram
encontradas em torno de placas senis em tecidos post mortem de pacientes
com DA, a ativacdo exacerbada de astrocitos é conhecida como astrogliose
(HEPPNER et al., 2015; HENEKA et al., 2015). A Figura 4 representa 0s

principais pontos relacionados a inflamacéo na DA.
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Figura 4: Representacdo de diferencas no cérebro de individuos
cognitivamente saudaveis e com doenca de Alzheimer (DA). O lado
esquerdo representa componentes normais presentes no cérebro de individuos
saudaveis. O lado direito representa os componentes do cérebro de individuos
com DA, incluindo atrofia cerebral, perda de sinapses e neurbnios, deposi¢cao
de placas extracelulares de peptideo B-amildide (AB) e emaranhados
neurofibrilares (NFTs), microgliose e astrogliose (Adaptado de CONGDON et
al., 2018).

Metabolismo da glicose e estresse oxidativo
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Durante o envelhecimento, as mitocondrias desempenham um papel
importante na geracdo de estresse oxidativo no contexto neural. Isso porque ha
a formacao de espécies reativas como subprodutos da cadeia de transporte de
elétrons mitocondriais, o0 que pode culminar no desequilibrio das reactes
redox, e aumento da neurotoxicidade. Além disso, 0 cenério contribui para a
instabilidade gendmica, desregulacdo na transcricdo de genes de carater pos-
inflamatério e na liberacao de citocinas pré-inflamatérias, tais como IL-1, IL-6 e
TNF (IONESCU-TUCKER et al., 2021). O estresse oxidativo € um desequilibrio
entre espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) e as defesas
antioxidativas do organismo. Quando as espécies reativas reagem com as
biomoléculas, pode ocorrer o dano aos lipidios, proteinas e acidos nucléicos
(BUTTERFIELD et al., 2019; IONESCU-TUCKER et al., 2021). Em pacientes
com DA, foram observados danos oxidativos em moléculas vitais para o 6rgéo,
incluindo biomoléculas presentes nas membranas neurais, como lipidios e
proteinas, bem como &cidos nucleicos. Isso pode resultar na ruptura das
membranas celulares e desencadear consequéncias para a funcionalidade das
proteinas. A modificacao da integridade funcional das membranas neurais pode
propiciar interacbes entre as proteinas formadoras de amiloide e as
membranas, o que pode aumentar a permeabilidade destas ultimas. Além
disso, o processo oxidativo pode ser suficiente para comprometer a integridade
da membrana (CHEIGNON et al., 2018).

Além do mais, placas neuriticas, ricas em ABR42 e ABR40, e emaranhados
neurofibrilares foram associados aos niveis aumentados de produtos de
oxidacdo (BUTTERFIELD et al., 2019; CHEIGNON et al., 2018). Além disso,
regides do cérebro ricas em AB, como o hipocampo e cértex, apresentaram
altos indices de produtos de oxidacdo, ja regibes com baixa agregacdo do
peptideo, por exemplo o cerebelo, ndo apresentaram elevacédo dos marcadores
de estresse oxidativo (CHEIGNON et al., 2018).

Dois grupos de pesquisa relacionaram a regiao hidrofébica 25-35 do AR
com a toxicidade neural e a geracdo de ROS, demostrando assim que o AR é
uma fonte de estresse oxidativo (HENSLEY et al., 1994; PIKE et al., 1992). A

causa do estresse oxidativo por AB provavelmente é devido a sua capacidade
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de ligacdo a metais, como cobre, zinco e ferro que se ligam ao peptideo
(IONESCU-TUCKER et al., 2021; TONNIES et al., 2017). O estresse oxidativo
causado por essa ligacao leva a neurotoxicidade, promove a despolarizacdo da
membrana e prejudica a funcdo mitocondrial (IONESCU-TUCKER et al., 2021).

Outro mecanismo proposto estd relacionado a ativacdo de proteina
quinase C e da NADPH oxidase, as quais ativam a poli (ADP-ribose)
polimerase 1, ADP-ribose e TRPM2. Por consequéncia, o influxo de calcio
resultante ativa a producao de citocinas e a via de feedback positivo da tirosina
quinase 2-MAPK rica em prolina (LENG et al., 2021). A disfungcdo mitocondrial
observada na DA ja foi bem documentada, e o dano oxidativo ao DNA
mitocondrial € um dos primeiros marcadores na doenca. Em conjunto, é
sugerido que a idade, a diminuicdo dos mecanismos de reparo e a ativacdo da
cascata mitocondrial estdo envolvidos nas alteracdes detectadas na expressao
e processamento de APP (IONESCU-TUCKER et al., 2021, TONNIES et al.,
2017).

Na DA, a disfuncédo da mitocondria € ainda mais exacerbada devido ao
metabolismo prejudicado da glicose, producdo de insulina e mitofagia
(BUTTERFIELD et al., 2019; IONESCU-TUCKER et al., 2021). As proteinas
envolvidas na glicélise e na producéo de ATP podem se tornar disfuncionais e
comprometer o metabolismo energético do 6érgdo, como a frutose bifosfato
aldolase, triose fosfato isomerase, gliceraldeido fosfato desidrogenase,
fosfoglicose mutase, enolase, piruvato quinase (CHEIGNON et al., 2018). Em
um cérebro saudavel, a glicose é a principal fonte de energia, a qual entra na
vasculatura do SNC e por meio da insulina € transportada para as células alvo,
entretanto, na DA, a resisténcia a insulina se faz presente (BUTTERFIELD et
al., 2019). Pesquisas recentes demostram a intima relacdo entre o0 uso
ineficiente da glicose e o dano oxidativo ha DA (BUTTERFIELD et al., 2019). O
metabolismo da glicose se reduz ainda mais durante o CCL, o qual é marcado
pela diminuicdo de enzimas produtoras de insulina e pela regulacao negativa
do receptor de insulina, ocasionando aumento da resisténcia com piora da
disfuncdo mitocondrial, disfuncdo sindptica e deficiéncias cognitivas
(IONESCU-TUCKER et al., 2021, TONNIES et al., 2017). Na DA também
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ocorre a degradacao excessiva mitocondrial e danos sinapticos, pois a proteina
de fissdo mitocondrial (DRP1) € hiperativada pelos elevados niveis de beta
amiloide (IONESCU-TUCKER et al., 2021).

Outro fenbmeno observado € a alteracdo das atividades de enzimas
antioxidantes, dessa maneira, aumentando o acumulo de danos oxidativos
(KIM et al., 2006). O estresse oxidativo pode também prejudicar a depuracdo
de AB, isso porque a Proteina Relacionada ao Receptor de Lipoproteina de
Baixa Densidade 1 (LRP1 - Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein
1), uma proteina responséavel pelo efluxo de AB do cérebro para o sangue,
sofreria oxidacdo pelo préprio peptideo, o que levaria ao acumulo do AR
neurotoxico (CHEIGNON et al., 2018).

3.4. VARIANTES GENETICAS
Apolipoproteina E

A Apolipoproteina E (ApoE) é uma glicoproteina que transporta o
colesterol, e outros lipidios, no plasma e no SNC (ZHAO et al., 2018). Ela é
produzida por hepatécitos, macrofagos e adipocitos nos tecidos periféricos,
mas no SNC ela é altamente expressa em astrocitos, micréglia e neurénios
guando em condicdo de estresse ou danos (ZHAO et al., 2018). A proteina
funciona como um regulador chave e critico para a mobilizacdo e distribuicéo
do colesterol nas células do SNC, uma vez que a manutencao da mielina e das
membranas neuronais dependem do colesterol (LEDUC et al., 2010). No SNC,
além da ApoE, as proteinas ApoJ e ApoC1l também realizam a entrega do
colesterol, entretanto outros transportadores, como ApoAl e ApoB,
praticamente nao estdo presentes no ceérebro, o que faz a regido ser
dependente principalmente da APOE (LEDUC et al.,, 2010). Localizado no
cromossomo 19, o gene APOE possui 3,6 kb de comprimento e trés alelos que
codificam diferentes isoformas, as quais se distinguem entre si nas posi¢cdes de
aminoacidos 112 e 158 (ApoE2 Cys-112, Cys-158, ApoE3 Cys-112, Arg-158 e
ApoE4 Arg-112, Arg-158). Os niveis de ApoE no LCR e intersticial variam de

acordo com o genoétipo. A presenca do alelo ¢4 é um forte fator de risco
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genético para DA, resultando em uma manifestacdo mais prematura da doenca
em contraste com o alelo mais frequente, €3. Ja o alelo €2 seria um alelo
protetor em relagcdo aos alelos €3 e, principalmente, ao €4 (ZHAO et al., 2018;
MARTENS et al., 2022; SERRANO-POZO et al., 2021; RIEDEL et al., 2016).

Estudos clinicos, utilizando 18 F-florbetapir-PET ou 11 C-Pittsburgh
composto B (PiB)-PET, mostraram que a presenca do alelo ApoEe4 esta
positivamente associado a deposicdo de AR no cérebro de individuos
cognitivamente normais, casos de CCL e DA sintomética, pois os achados
histopatolégicos surgem mais cedo em carreadores do genétipo ¢€4ed
(GONNEAUD et al., 2016; MURPHY et al., 2013; ZHAO et al., 2018). O risco
aumentado de DA em individuos cognitivamente normais e CCL estaria
associado a maior predisposicdo ao acumulo, agregacdo e deposicdo de AB
(ZHAO et al., 2018). Ja o alelo ApoEe2 esta associado a uma patologia mais
branda da DA, em comparacdo aos outros alelos, sugerindo assim que o
mesmo tenha um efeito neuroprotetor (ZHAO et al., 2018). Isso é explicado
porque a substituicdo da cisteina na posicdo 158 na ApoE2 resulta em baixos
niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL), j& a substituicdo de cisteina
por arginina na posicdo 112 da ApoE4 leva ao aumento dos niveis plasmaticos
de colesterol e LDL, o que causa 0 aumento do risco de doencas
cardiovasculares e disturbios neurodegenerativos como a DA (RIEDEL et al.,
2016).

Os niveis de oligbmeros AR sdo 2,7 vezes maiores em cérebros que
possuem o alelo €4, o que sugere que a ApoE afeta o metabolismo da molécula
(ZHAO et al., 2018). E proposto que a interacéo entre ApoE e AR em condicdes
fisiol6égicas séo insignificantes, mas que os dois podem competir pelo mesmo
receptor LRP1 que estad envolvido na depuracdo de AP por neurdnios,
astrocitos, células endoteliais, células musculares lisas vasculares, e pericitos
(SERRANO-POZO et al., 2021). Sendo assim, quando ha maior expressao de
ApoE, devido a competicdo, a depuracdao fica prejudicada levando ao aumento
da deposicdo de AB. Além disso, a ApoE4 promove internalizacdo de APP e
aumento da producao de AB em maior extensado que a ApoE3 (YE et al., 2005).

Foi relatado que as isoformas de ApoE também influenciam a transcricdo de



33

APP, por meio da ativacdo de uma via de sinalizagcdo proteica quinase nao
canbnica ativada por mitdbgeno em neurdnios humanos, onde a ApoE4 afeta
mais que a ApoE3, que por sua vez afeta mais que a ApoE2 (ZHAO et al.,
2018; 56). A glicoproteina interage diretamente com AB, mas nao ha evidencias
gue ela interage com a proteina tau (SERRANO-POZO et al., 2021).

Outro evento importante para a DA é a modulacdo da integridade
sinaptica e plasticidade, uma vez que foi relatado que receptores de ApoE
podem estar envolvidos nesses eventos (ZHAO et al., 2018). APOER2 e LRP1,
dois receptores de APOE, podem interagir com as subunidades do receptor N-
metil-D-aspartato (NMDA), modular a internalizagdo do receptor do acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA) e regular a plasticidade
sinaptica (HOE et al., 2006; NAKAJIMA et al., 2013). Além disso, a propria
ApoE suprime a expressédo de proteinas sinapticas e prejudica a morfologia
dendritica e a plasticidade (SEN et al., 2012; HAYASHI et al., 2007).

Outras variantes genéticas

Além das variantes no gene APOE, outras sdo relatadas como fatores
de risco para a DA como aqueles presentes no receptor desencadeador
expresso nhas TREM2 (GUERREIRO et al., 2014). Ao desenvolver um estudo
em dois grupos, DA versus controle, Guerreiro et al., 2014 observaram uma
variante rara heterozigotica no gene de TREM2 que foi relacionada ao aumento
do risco de DA em 2,9% (GUERREIRO et al., 2014; GUERREIRO et al., 2013;
SILVA et al., 2019). Ainda nao foi bem elucidado o mecanismo fisiopatolégico
pelo qual a deficiéncia no gene aumenta o risco de DA, mas é sabido que a
TREM2 é uma glicoproteina transmembranar conhecida por controlar dois
fluxos de sinalizacdo para regulacdo da micréglia e por suprimir a reatividade
inflamatoria, sendo altamente expressa pela microglia com funcdo na
fagocitose de detritos neurais (HENEKA et al., 2015; GUERREIRO et al.,
2014). A atividade de TREM2 é verificada em astrécitos reativos ao redor de
placas amiloides e em neurdnios danificados (HENEKA et al., 2015; SILVA et
al., 2019).
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Outras variantes genéticas patogénicas estdo envolvidas com o
desenvolvimento da DA familiar, como aqueles presentes no gene APP,
presenilina-1 (PSEN1) e presenilina-2 (PSEN2) (GUERREIRO et al., 2014;
KABIR et al., 2020). As proteinas PSENL1 e 2, subunidades de proteases que
clivam a APP, podem desencadear o aumento de AB42 ou ter a perda da sua
funcdo, conforme as hipdteses para explicar sua relacdo com a DA (KABIR et
al., 2020).

3.5. FATORES DE RISCO PARA A DA

A expectativa de vida e o envelhecimento aumentam a cada ano no
mundo todo e é esperado que a prevaléncia da DA continue em crescimento, ja
gue é uma condicdo multifatorial que possui fatores genéticos e ambientais
para seu desenvolvimento (ZHANG et al., 2021). O envelhecimento cerebral
possui diversos fatores que contribuem para o aumento do risco da doenca e
incluem hipometabolismo da glicose e disfuncdo mitocondrial, reacbes imunes
e inflamatdrias inatas, processamento beta-amildéide, desregulacdo da
homeostase do colesterol, degeneracdo da substancia branca e declinio na
capacidade regenerativa (RIEDEL et al., 2016). A seguir serdo discutidos

alguns fatores de risco para a DA.

I[dade e sexo

Um dos fatores de risco mais significativos da DA € a idade, sendo que a
porcentagem de pessoas com a doenca aumenta significativamente de acordo
com o envelhecimento (ALZHEIMER'S ASSOCIATION REPORT, 2023). A
revisdo publicada pela Alzheimer's Association Report em 2023 relatou que 5%
das pessoas entre 65 e 74 anos, 13,1% das pessoas entre 75 e 84 anos e
33,3% das pessoas com mais de 85 anos apresentam a DA (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION REPORT, 2023).). Outro fator importante € o sexo, uma vez
gue ja foi observado que a prevaléncia da DA é maior em mulheres, em

especial com idade avancada. Geralmente, o maior risco de DA é atribuido a
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mulheres, pois elas vivem em média 4,5 anos a mais que os homens (RIEDEL
et al., 2016).

DM2 e obesidade

A revisdo sistemética com metanalises de Xue et al. (2019) reuniu 24
estudos longitudinais que relacionaram positivamente o diabetes mellitus do
tipo 2 (DM2) ao aumento do risco de DA (XUE et al., 2019). Os individuos
diabéticos que ndo fazem o tratamento adequado para a doenca possuem
niveis mais elevados de proteina tau fosforilada em comparacéo aos individuos
em uso da farmacoterapia correta (MCINTOSH et al., 2019). Em uma reviséo
sistematica publicada por nosso grupo, foram elencadas as principais proteinas
diferencialmente expressas simultaneamente na DA e no DM2, todas
relacionadas a fisiopatologia de ambas as condi¢fes clinicas, 0 que sugere
inter-relagé@o entre elas (DINIZ PEREIRA et al., 2021).

Assim como a DM2, a obesidade também é considerada um fator de
risco para DA (TERZO et al.,, 2021). A obesidade € capaz de promover
remodelacéo e lipotoxicidade do tecido adiposo, com isso, 0 SNC pode receber
elevados niveis de acidos graxos, o que pode levar a toxicidade central e
causar danos aos neurdnios (LOTTA et al., 2017; NUZZO et al., 2018). A
condicao também promove inflamacéo, que é desencadeada pelo aumento de
adipocinas e citocinas inflamatorias, além da disfuncdo de mitocondrias
(TERZO et al.,, 2021). Ainda, um fator chave para as trés doencas € o
comprometimento na sinalizacdo de insulina que pode ser responsavel pela
agregacao de A, hiperfosforilagdo da tau, inflamacao, estresse oxidativo e
disfuncédo mitocondrial (TERZO et al., 2021).

Doencas cerebrovasculares

Alteracbes  cerebrovasculares estdo fortemente ligadas ao
desenvolvimento da DA, uma vez que mais de 50% das analises post-mortem

de pacientes com a doenca mostraram a presenca de doenca vascular
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parenquimatosa com surtos hemorragicos e infartos (SILVA et al., 2019). A
possivel explicacdo para os acontecimentos sdo que os fatores de riscos
vasculares levam a disfuncédo da BHE e a diminui¢éo do fluxo sanguineo, o que
causa danos neurais, uma vez que essa disfuncdo permite o acumulo de
moléculas neurotdxicas, aumento da expressdo e processamento de APP e

aumento de AP e hiperfosforilagdo da proteina tau (ZIMMER et al., 2021).

Dislipidemia

Foi relatado que pessoas com hipercolesterolemia possuem um risco
maior do desenvolvimento da DA, isso porque a condicdo pode comprometer a
integridade da BHE, aumentar a deposicédo de AB e causar neuroinflamagao
(ZHANG et al.,, 2021). Niveis aumentados de colesterol podem levar a
apoptose neuronal, estresse oxidativo, hiperfosforilacdo da tau e afetar as
enzimas de processamento de APP (MCLAURIN et al., 2002; MA et al., 2010;
ABAD-RODRIGUEZ et al., 2004). Outra evidéncia que sustenta a importancia
do colesterol para a DA € que quando analisadas as placas senis provenientes
de pacientes com DA, foram observados niveis significativamente aumentados
de colesterol (ABAD-RODRIGUEZ et al., 2004).

Hipertensao

Individuos com grande variacdo de pressao arterial apresentaram 2
vezes mais chance de desenvolver DA seja na meia idade ou no final da vida
(OISHI et al, 2017; MCGRATH et al, 2017). O risco de DA foi
significativamente menor em pacientes que faziam tratamento para controle da
pressdo arterial, sugerindo assim que anti-hipertensivos teriam efeitos

protetores para o desenvolvimento da deméncia (LARSSON et al., 2018).

Outros fatores relacionados

Dois estudos relacionaram o aumento do risco de DA com o status civil

do individuo. Foi observado que pessoas que perderam seus parceiros tém
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risco aumentado de desenvolver a condicdo e o fator de risco aumenta nos
carreadores do alelo €4 da ApoE (HAKANSSON et al., 2009; FAN et al., 2015).
A depressdo precoce, distarbios do sono e estresse também foram
relacionados ao aumento do risco de DA. Foi identificado em modelo animal
gue no estresse ocorre a hiperativacdo dos eixos hipotalamicos, pituitarios e
adrenais, o que leva ao aumento de cortisol e de deposicdo de AB em regides
do cérebro como hipotadlamo e regido pré-frontal do cortex. Observou-se ainda
gue o prolongamento da condicdo causa o aumento da deposicdo de tau
hiperfosforilada e neurodegeneracdo em camundongos (SILVA et al., 2019). Os
achados em camundongos reforcam as observacbes em humanos, uma vez
gue niveis aumentados de cortisol em pacientes com DA sdo maiores em
comparacao a pessoas saudaveis, e os maiores niveis foram correlacionados a

progressédo mais rapida da doenca (SILVA et al., 2019).

3.6. SINTOMAS E DIAGNOSTICO

Os sinais e sintomas da DA sao diversos, e variam desde alteracdes
precoces da memoria até a dependéncia funcional e morte. Segundo o Manual
Diagnastico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) o diagndéstico da DA
pode ser dividido em provavel e possivel onde os individuos possuem as
seguintes caracteristicas: comprometimento de memdaria recente, surgimento e
progressdo de prejuizos em um ou mais dominios cognitivos e um curso
gradual e progressivo que gera comprometimento funcional significativo para o
paciente (DSM-5, 2014). Ainda de acordo com o manual de diagndstico,
pacientes com provavel DA sdo assim classificados se ha evidéncias de
variantes genéticas relacionadas a DA, h& evidéncias concretas de declinio na
memoria e aprendizado e em pelo menos outro dominio cognitivo, declinio
progressivo e gradual na cognicdo e auséncia de evidéncias de etiologia mista
(DSM-5, 2014). Ja a possivel DA é classificada se ndo ha evidéncia de

variantes genéticas relacionadas com a condicdo (DSM-5, 2014).

De acordo com o National Institute of Neurological and Communication
Disorders and Stroke-Alzheimer's Disease and Related Disorders Association

(NINCDS-ADRDA), o diagnéstico para a DA pode ser classificado em provavel,
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possivel e provavel ou possivel com evidéncia do processo fisiopatolégico da
DA (NEUGROSCHL et al., 2011; MCKHANN et al., 2011). O diagnéstico de DA
provavel € feito quando o inicio da deméncia é insidioso, com sintomas
graduais ao longo de meses a anos, ao invés de surgirem de maneira abrupta.
Uma caracteristica € a clara evidéncia de deterioracdo cognitiva, relatada ou
observada. Os déficits cognitivos iniciais e mais relevantes sédo a apresentacao
amnésica, a qual € a mais comum, e envolve prejuizos na aprendizagem e
recordacdo de informacdes recentes, além de disfuncdo cognitiva em pelo
menos um dominio. Nas apresentacdes ndo amnésticas, a deficiéncia pode se
manifestar na linguagem, cognicado visuoespacial ou funcdo executiva. O
diagnostico de provavel deméncia da DA néo é aplicado em casos com doenca
cerebrovascular substancial, caracteristicas de outras deméncias especificas,
evidéncia de outra doenca neurologica ativa ou comorbidades meédicas que

afetem a cognicéo de forma significativa (MCKHANN et al., 2011).

Além disso, o diagnostico de DA provavel pode ser dividido em outros
dois eixos, provavel deméncia de DA com declinio documentado e provavel
deméncia da DA em um portador de uma mutacdo genética causadora da DA.
A provavel deméncia da DA com declinio documentado é caracterizada por um
declinio cognitivo progressivo avaliado em diversas avaliagdes consecutivas,
utilizando informacdes de terceiros e testes cognitivos de avaliacédo
neuropsicolégica formal ou exames padronizados do estado mental. O declinio
documentado indica um processo patolégico ativo e em continuo (MCKHANN
et al., 2011). Ja em individuos que atendem aos critérios clinicos basicos para
provavel deméncia da DA, a presenca de uma mutacdo genética causadora da
DA (APP, PSEN1 ou PSEN2) reforca a certeza de que a condicdo esta
associada a patologia da DA (MCKHANN et al., 2011).

Um diagnostico de possivel deméncia DA é feito em casos de um curso
atipico, os critérios clinicos essenciais para os déficits cognitivos da DA sao
satisfeitos, mas existe um inicio repentino do comprometimento cognitivo,
auséncia de detalhes histéricos suficientes ou falta de documentacao objetiva
de um declinio cognitivo progressivo. Ou quando ha a apresentacéo

etiologicamente mista que abrange todos os critérios clinicos basicos para a
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DA, porém demonstra a coexisténcia de doenca cerebrovascular, caracterizada
por um historico de acidente vascular cerebral ligado temporalmente ao inicio
ou agravamento do comprometimento cognitivo; ou a presenca de multiplos ou
extensos infartos, ou carga substancial de hiperintensidade na substancia
branca; ou manifesta caracteristicas divergentes da deméncia com corpos de
Lewy que ndo se relacionam a propria deméncia; ou exibe evidéncia de outra
doenca neurolégica, comorbidade médica ndo neurolégica ou uso de
medicamentos com potencial impacto substancial na cogni¢cdo. Importante
ressaltar que um diagndstico de possivel DA segundo os critérios NINCDS-
ADRDA de 1984 ndo necessariamente corresponde aos critérios atuais para o
diagnostico de possivel de deméncia por DA, enfatizando a recomendagédo de
reavaliar pacientes avaliados pelo antigo criterio (MCKHANN et al., 1984;
MCKHANN et al., 2011).

O diagnostico de provavel deméncia da DA com evidéncia do processo
fisiopatologico da DA se da com a atualizagcdo dos criterios em 2011, com o
objetivo de aumentar a sensibilidade e especificidade do diagnostico da DA.
Foram adicionadas duas categorias de biomarcadores da doenca sendo eles:
0s biomarcadores para a deposicao de proteina beta-amildide (AB) no cérebro
incluindo niveis reduzidos de AB 42 no LCR e resultados positivos em imagens
de amiloide por PET. Quanto aos biomarcadores de degeneracdo ou leséo
neuronal, os principais indicadores sédo elevacdo dos niveis de tau no LCR,
tanto total quanto fosforilada, a diminuichio da captacdo de 18F-
fluorodesoxiglicose (FDG) por PET no coértex temporo-parietal e a atrofia
desproporcional no lobo temporal medial, basal e lateral, bem como no cortex
parietal medial, conforme observado na ressonancia magnética estrutural
(BREIJYEH et al., 2020; MCKHANN et al., 2011).

Os métodos de imagem séo capazes de revelar atrofia cerebral e outras
anormalidades teciduais no paciente com DA. A progressao da atrofia cerebral
segue o estadiamento de Braak e é observada primeiramente nas estruturas do
lobo temporal medial, que inclui o cértex e o hipotalamo, e é observado que em
relacdo aos controles, os volumes do hipocampo e do cortex em pacientes com

DA sédo reduzidos (CHANDRA et al.,, 2019). A imagem por ressonancia
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magnética (MRI) apresenta os perfis de atividade cerebral por meio do sinal
dependente do nivel de oxigénio central nas tarefas de memodria, os individuos
com DA apresentam nenhuma ou menor ativacdo do hipocampo em
comparacao aos controles (LOGOTHETIS et al., 2001; SMALL et al., 1999).
Para o estudo das funcgbes sinapticas, que sdo dependentes de glicose, sdo
usadas as técnicas de 18F-fluorodesoxiglicose (18F-FDG) PET e SPECT
usando tecnécio-99m-hexametil propileno amina oxima (99mTc-HMPAO) ou
tecnécio-99m-etil cisteinato dietilico (99mTc-ECD). Em pacientes com DA,
observa-se nestas técnicas de perfusdo padrdes especificos de
hipometabolismo e hipoperfusdo em estagios iniciais da doenca no cértex
cingulado posterior e pré-cuneo, seguidos por diminuicdo nos cortices temporo-
parietais posteriores, e coértices frontais afetados em estagios avancados
(VALOTASSIOU et al., 2018).

Outros testes complementares usados para o rastreio dos pacientes com
possivel declinio cognitivo sdo Mini-Mental Status Examination (MMSE) e
Montreal Cognitive Assessment (MoCA) (WRIGHT et al., 2022). O MMSE é um
teste breve e facil de administrar, além de poder ser ajustado por idade e nivel
de escolaridade do paciente. Entretanto, uma das desvantagens do teste € que
ele ndo tem alta sensibilidade e especificidade para casos de deméncia leve,
mas é um bom teste para deméncia moderada e avancada (DSM-5, 2014;
WRIGHT et al., 2022). Ja o MoCA € um teste mais sensivel e especifico para o
diagnostico de deméncia leve e DA precoce, entretanto seu tempo de aplicacdo
€ maior que o teste anterior (WRIGHT et al., 2022; PINTO et al., 2019).

O diagnostico da DA também pode seguir as diretrizes do National
Institute on Aging and Alzheimer’s Association (NIA-AA), onde a DA pré-clinica
€ definida como um estagio inicial da doenca, na qual se tem uma longa fase
assintomatica em que alguns individuos apresentam evidencias patoldgicas,
mas nao possuem declinio cognitivo (DUBOIS et al., 2010). A DA pré-clinica
pode evoluir para o CCL, sendo que nessa fase o individuo apresenta
dificuldade na linguagem, na memoria recente, na funcdo executiva e na
funcdo visuo-espacial (TOLBERT et al., 2019). A duracdo da DA pré-clinica

pode variar de 6 a 10 anos e depende de diversos fatores como idade, sexo e



41

expressdo de genes relacionados a DA, entretanto nem todos os pacientes
desenvolveram a DA (VERMUNT et al., 2019; INSEL et al., 2019). Na diretriz
NIA-AA, os biomarcadores usados para o diagnéstico da doenca séo divididos
em trés grupos: o grupo A avalia agregacéo AB, o T a agregacao da proteina
Tau e o N a neurodegeneragao, sendo que as avaliacdes séo realizadas por
meio da quantificacdo da razéo AR 42 /A 40, AB 42 e Tau fosforilada no LCR,
além das técnicas de PET (JACK et al., 2018).

3.7. MIiRNAS

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs néo codificantes
(ncRNASs) e estdo envolvidos na regulacdo poés-transcricional da expresséo
génica, controlando muitos processos celulares por meio de sua acédo nos
RNAs mensageiros (MRNA) (CORREIA DE SOUSA et al., 2019). A alteragdo
na expressdo dos miRNAs pode resultar em mudancas no perfil génico e
acarretar diversas desordens no organismo (HO et al., 2022). Devido ainda a
sua alta estabilidade nos fluidos humanos, os mMIRNAs sdo potenciais
biomarcadores para diagnostico e prognostico de doencas, dentre elas a DA
(HO et al., 2022).

Biogénese dos miRNAs

Os miRNAs séo inicialmente transcritos como miRNAs primarios (pri-
mMiRNA) pela RNA polimerase Il de genes independentes ou representam
introns de genes codificadores de proteina (KROL et al., 2010). Os pri-miRNAs
se dobram em formato de grampos de cabelo, os quais séo clivados em miRNA
precursor (pré-miRNA) pela enzima endoribonuclease especifica de RNA de
fita dupla (DROSHA) e seu cofator DGCRS8, formando uma estrutura de cerca
de 70-100 nucleotideos (KROL et al., 2010, CORREIA DE SOUSA et al., 2019;
HO et al., 2022). Os pre-miRNAs entdo sdo transportados pela Exportina até o
citoplasma e processados pela enzima DICER e seu cofator TRB, formando um
duplex de cerca de 20 nucleotideos cada (LEE et al.,2013; KROL et al., 2010).

Duas fitas s@o geradas, a fita passageira, que sera degradada, e a fita madura
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gue sera incorporada no complexo de silenciamento induzido por miRNA (RNA-
induced silencing complex - RISC). O miRNA maduro entdo vai se incorporar a
proteina Argonauta (AGO) do complexo e sera guiado até o alvo da repressao
(CORREIA DE SOUSA et al., 2019; HO et al., 2022) (Figura 5).
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Figura 5: Maturacdo do miRNA. Representacdo da via candnica da biogénese
do miRNA, evidenciando a etapa mediada pelo microprocessador
(DROSHA/DGCR8) no nucleo, seguida pelo processamento DICER no

citoplasma (Autoria propria).

A regulacdo da transcricdo dos genes de miRNAs € semelhante a de
genes codificadores de proteina e € uma etapa fundamental no controle da
expressdo. Um dos controles é feito por meio de loops de feedback
autorregulatério que é importante durante a determinacao e o desenvolvimento
dos destinos celulares (KROL et al., 2010). Os miRNAs séo boas estruturas
para participarem dos loops de feedback, pois possuem a capacidade de se
emparelhar diretamente nas bases de mRNAs e reprimir a codificacdo de
fatores envolvidos na biogénese ou funcdo dos mesmos miRNAs (KROL et al.,
2010). A regulacédo e maturacdo dos miRNA ocorre por meio de polimorfismos

de nucleotideo unico (SNPs) no DNA e do controle epigenético da transcri¢ao
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por meio de mecanismos classicos de acetilagdo e metilacdo (OTA et al.,
2013).

Importante salientar que um unico miRNA pode controlar diferentes RNA
mensageiros, e um miIRNA mensageiro pode ser alvo de diversos miRNAs,
dessa maneira, eles podem participar de diferentes redes de proteinas
(CORREIA DE SOUSA et al., 2019). Devido a isso, varios miRNAs e outros
fatores podem competir pelo mesmo alvo. Além disso, a interacdo entre o alvo
e MiRNA sofre influéncia de fatores como estequiometria e localizacéo do alvo
(CORREIA DE SOUSA et al., 2019).

Os miRNAs podem ainda trafegar em diferentes compartimentos
celulares, por exemplo, nucleo, citoplasma e mitocondrias dentro das células, e
assim desempenham papeis na comunicacao celular (CORREIA DE SOUSA et
al., 2019; HO et al., 2022). Os miRNAs que migram para fora da célula podem
entrar em fruidos corporais como sangue, soro, plasma, liquido
cefalorraquidiano, urina, entre outros (CORREIA DE SOUSA et al.,, 2019;
BACKES et al., 2016; SZETO et al., 2014; BURGOS et al., 2014; HO et al.,
2022). A maioria dos miRNAs circulantes formam complexos com proteinas e a
outra parte se funde com exossomos. Assim, essas duas situacdes ajudam a
proteger os miRNAs da digestdo por RNAases dos fluidos corporais (HO et al.,
2022).

miRNASs como biomarcadores

Os miRNAs circulantes sao considerados promissores biomarcadores,
uma vez que possuem alta especificidade, sensibilidade, sédo de facil acesso e
sua obtencéo € minimamente invasiva (HO et al., 2022). A molécula vem sendo
usada como um biomarcador de diversos canceres como pulmao, prostata,
mama, colorretal, gastrico e hepéatico uma vez que, muitas vezes, niveis
diferencialmente expressos de miRNAs especificos séo registrados nos
pacientes (VALIHRACH et al.,, 2020; USUBA et al.,, 2019). Outro fator
importante é que existem muitos MIRNAs que apresentam padrées de

expresséo diferentes de acordo com o tipo da doenca, por exemplo, um miRNA
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gue estaria elevado no cancer de pulméo poderia néo ter diferencga significativa
no cancer de mama. Além disso, nem sempre um unico miRNA pode ser
suficiente para a andalise da doenca, sendo necessario a sobreposi¢cdo de mais
de um para determinada patologia (HO et al., 2022). Sendo assim, nha maioria
das vezes um painel de miRNAs circulantes pode ser mais viavel para o
prognéstico ou diagnéstico de uma condicdo clinica, além de serem relatados
como modificadores da terapia (PEREIRA et al., 2020).

As técnicas biomoleculares usadas para a identificacdo e quantificacdo
dos miRNAs j& sdo bem conhecidas e caracterizadas, e incluem Northern blot,
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), Polymerase
Chain Reaction Digital (PCR digital), microarray de microRNA e
sequenciamento de proxima geracdo (HO et al., 2022). Além disso, um campo
gue cresce para a analise dessas moléculas é o da bioinformatica, seja para a
identificacdo de miRNAs, predicado dos alvos dos miRNAs, ou andlise de perfil
de expresséo das moléculas em diferentes situagdes (CHEN et al., 2019).

miRNA e DA

Diversos estudos foram conduzidos até o momento relacionando os
mMiRNAs com a DA. Foi relatado que os miRNAs miR-29c¢c-3p e miR-19b-3p
estariam em niveis séricos menores em pacientes com DA, o que reforca o
achado em animais que mostrou que a superexpressao desses miRNAs estaria
relacionada com a melhora em testes de avaliacdo de aprendizado e memoria
(WU et al., 109). Um estudo desenvolvido por Cao et al., 2021 mostrou que a
inibicdo do miR-29c¢-3p atenuou a reducado da viabilidade celular e aumentou a
apoptose celular induzida pelo AB, em contrapartida a sua superexpressao
diminuiu os efeitos causados por AR, isso porque ocorreu a diminuicdo do
conteludo de caspase-9, caspase-3, Bax e o aumento do conteudo de Bcl-2, por
consequéncia ocorreu 0 aumento da atividade proliferativa. Outro achado
postulado pelo grupo foi que a supreexpressdo de miR-29c-3p aliviou a

fosforilacdo anormal da proteina tau (CAO et al., 2021).
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Em células do sangue periférico foi registrado que os pacientes com DA
tiveram os mMiIRNAs miR-3614-5p, miR-193A-5p, miR-2115-5p, miR-143-3p
regulados positivamente e miR- 484, miR-708-5p, miR-205-5p, miR-31-5p
regulados negativamente (WU et al., 2017). Alguns dos miRNAs tiveram parte
de suas vias parcialmente elucidadas, por exemplo, em experimentos
realizados com culturas de células, um possivel mecanismo relacionado ao
mMiRNA-143-3p e a DA é descrito por Wang et al., 2022, que descrevem que ao
se ligar na regidao 3’ nédo traduzida do mRNA de DAPK1, h& a inibicdo da sua
traducdo, com isso 0 miRNA-143-3p diminui a fosforilacdo da proteina tau e
promove o crescimento de neuritos e a montagem de microtubulos, além disso,
ele também atenuou a fosforilagdo da APP e reduziu a geracéo de AB40 e
AB42 (WANG et al.,, 2022). Outro trabalho, também realizado em modelo
celular, postulou que a inibicdo do miRNA-143-3p estaria relacionado com a
promocéo da sobrevivéncia neural, e que ocorreu a diminuicdo dos niveis de

caspase-3 clivada e caspase-9 clivada (SUN et al., 2020).

Um método importante para eliminagcao de AB é através da transcitose
de AB, conduzida pela proteina 1 relacionada ao receptor de lipoproteina de
baixa densidade (LRP1) em células endoteliais capilares (SHIBATA et al.,
2020). Em pacientes com DA, ha uma reducédo significativa do LRP1 nas
células endoteliais, o que prejudica a remocdo de AB. Recentemente, foi
observado que as citocinas pro-inflamatoérias IL-1B, IL-6 e TNF-a tém um
impacto negativo na LRP1 em células endoteliais microvasculares primarias
humanas. Foi observado também que a LRP1 e seu RNA mensageiro foram
reduzidos até 24 horas apos exposicdo a IL-1B e essa diminuigcdo foi
parcialmente mediada pelos microRNAs-205-5p, -200b-3p e -200c-3p, que
foram aumentados nas células endoteliais microvasculares primarias humanas
expostas a IL-1B (HSU et al., 2020).

Possiveis biomarcadores sanguineos também foram identificados por
Satoh et al. (2015), os quais mostraram dois grupos de mMIRNAs
diferencialmente expressos em DA por meio de dados de RNA-Seq disponiveis
online: miR-26b-3p, mMiR-28-3p, MiR-30c-5p, MiR-30d-5p, miR-148b-5p, MiR-
151a-3p, miR-186-5p, mMiR-425-5p, miR-550a-5p, mMiR-1468, miR-4781-3p,
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miR-5001-3p e miR-6513-3p regulados positivamente; e let-7a-5p, let-7e-5p,
let-7f-5p, let-7g-5p, miR-15a-5p, miR-17-3p, miR-29b-3p, MiR-98-5p, miR-144-
5p, miR-148a-3p, miR-502-3p, mMiR-660-5p, miR-1294 e miR-3200-3p
regulados negativamente em comparagdo com o grupo controle (SATOH et al.,
2015).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral:
Identificar principais miRNAs em LCR envolvidos na fisiopatologia da DA
e propor vias biolégicas por eles regulados por meio de dados de repositorio

publico integrados a uma revisao sistematica.

4.2. Objetivos especificos:

e Realizar uma busca por conjuntos de dados publicos no Gene
Expression Omnibus (GEO) que tenham avaliado miRNAs no LCR de
pacientes com DA e controles.

e Aplicar um algoritmo de machine learning (ML) para selecionar miRNAs
expressos diferencialmente que possam estar associados a DA.

e Realizar uma revisao sistematica (RS) da literatura para caracterizar 0s
mMiRNAs envolvidos na DA em LCR.

e Realizar uma analise integrativa utilizando os dados da RS para validar
0s miRNAs indicados na pesquisa de ML.

e Realizar o enriquecimento, analise e caracterizacdo das vias
relacionadas aos miRNAs encontrados.

e Caracterizar essas vias em termos de funcédo biologica e associacdes

conhecidas com a DA.
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ABSTRACT

Background: Alzheimer's disease (AD) is the most common type and accounts
for 60% - 70% of reported cases of dementia. MicroRNAs (miRNAs) are small
non-coding RNAs that play a crucial role in gene expression regulation.
Although diagnosis of AD is primarily clinical, several miRNAs have been
associated with AD and considered as potential markers for diagnosis and

progression of AD.

Aim: We sought to match AD-related miRNAs in cerebrospinal fluid found in the

GeoDataSets database with miRNAs listed in a systematic review.

Methods: Using machine learning approaches, we identified most differentially
expressed miRNAs in Gene Expression Omnibus (GEO), which were validated
by the systematic review. Additionally, pathway enrichment analysis was
performed to identify the main pathways involving at least four miRNAs

selected.

Results: Seven miRNAs were identified for differentiating patients with and
without AD: miRNA-1274a, miRNA-193a-5p, miRNA-28-3p, miRNA-30a-3p,
mMiRNA-145, miRNA-19b, miRNA-110, and miRNA-143. The pathways
epidermal growth factor, MAPK, TGF-beta and ATM-dependent DNA damage

response pathway were regulated by these miRNAs.
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Conclusions: These findings have the potential to assist in the development of
early diagnostic tests for AD using miRNAs as biomarkers, as well as define

new pathophysological mechanisms of AD.

Keywords: Alzheimer's disease, cerebrospinal fluid biomarkers, miRNAs,

Machine Learning
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1. INTRODUCTION

There are over 55 million people living with dementia worldwide and
around 10 million new cases diagnosed each year, according to the World
Health Organization (World Health Organization (WHO), 2022). Alzheimer's
disease (AD) is the most common type and accounts for 60% - 70% of all
reported cases of dementia (WHO), 2022). Between 2000 and 2019, AD ranked
among the 10 most disabling diseases, and the ones that cause more deaths
worldwide (Pan American Health Organization (PAHO), 2020).

In the vast majority of patients with AD, the initial clinical symptom is the
inability to form new memories and in its late stage, it is characterized by
dementia (Jagust, 2018). For a long time, AD confirmation was made
exclusively by clinical criteria, with definite diagnosis being based on
neuropathological evaluation or on genetic testing in cases with autosomal
dominant forms of the disease (Tecalco-Cruz et al., 2021). In 2011, the
diagnostic guidelines were updated by the National Institute of Aging-
Alzheimer's Association (NIA-AA), describing that the pathophysiological
processes underlying AD can begin decades before any clinical symptom.
Moreover, the presence of amyloid-beta (AB) plaques on the extracellular
space, which leads to the formation of oligomers and fibrils in the brain, and
hyperphosphorylated tau protein, which accumulates in the microtubules of
neurons and forms neurofibrillary tangles (NFT), are related to disease

development (McKhann et al., 1984; Neugroschl et al., 2011).

Consequently, the neural cells are exposed to cytotoxic agents, which
lead to the destruction of the brain structure and to cognitive decline (Yang,
2019). Other mechanisms related to the development and worsening of AD are
neuroinflammation, mutations in the APOE gene, neurofibrillary degeneration,
synaptic dysfunction and neurotransmitter imbalance, disruption of the intestinal
microbiome, presence of infectious diseases, oxidative stress, and autophagy
(Bucholc et al. 2019). The conclusive diagnosis of AD is performed by
neuropathological examination, to verify the presence of the disease or another

type of dementia, or it is based on genetic testing in the rare cases with
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autosomal dominant forms of the disease. However, in recent years the

investigation of new biomarkers has significantly improved the diagnosis in vivo.

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs between 21 and 25
nucleotides, which act in gene expression regulation by binding to the 3’ UTR of
messenger RNAs and marking them for degradation or inhibiting their
translation (Saliminejad et al., 2019). Notably, miRNAs are also found in several
biologic fluids and can be used as potential biomarkers associated with DA
pathophysiologies (LUKIW, 2007; Takousis et al., 2019). Several studies have
related the differential expression of miRNAs to AD, such as miR-9, miR-125b
and miR-128, induced by the production of reactive oxygen species (ROS) in
AD, and miR-29a/b/c, miR-107 miR- 181c, miR-101. miR-15, miR-125b, miR-
128 and miR-146a, which had altered expression in the brains of patients with
AD (LUKIW, 2007; Takousis et al., 2019).

In this study, our aim was to identify miRNAs present in the cerebrospinal
fluid (CSF) of patients diagnosed with AD. Our findings provide for several
differentially expressed miRNAs identified in the CSF of patients with AD, and

suggest their potential as biomarkers for diagnosis and progression of AD.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Ethical aspects

Ethics committee approval was not required since no human subjects were
enrolled in the study, and all data analyzed was retrieved from publicly available

databases. The schematic diagram of the study workflow in shown in Figure 1.

2.2  Selection and extraction of data from GEO DataBase

We searched for data regarding patients with AD and matched cognitivery
healthy individuals (controls) using the terms “Alzheimer diasease”, “miRNAs”

and “cerebrospinal fluid” at GEO database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/),

which is an online platform containing publicly available genomic, transcriptomic

and proteomic datasets (Barrett et al., 2013). We extracted the miRNAs
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expressed and the respective fold changes between each comparison, and then
used GEO2R (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) for differential

expression between cases and controls per sample using the cutoffs adjusted P
value < 0.05 and log2-fold change >0.09.

2.3  Machine learning analysis

The fold-change expression of miRNAs (features) from GEO datasets of AD
and controls was then used for iterative training and testing. The Light Gradient
Boosting Machine (LightGBM) algorithm was applied to predict individuals who
presented AD, which 90% of the dataset was selected randomly as a training
and the remaining 10% was used for testing set (Bucholc et al.,, 2019).
Moreover, an internal model validation was applied through the cross-validation
k-fold (k=10). The dataset was subdivided into k folds and, at each time, k-1
folds were used for training and the rest for validation.

A feature selection was implemented to identify the most relevant subset of
mMiRNAs for predicting AD, based on the number of times that a variable was
assessed by the algorithm decision. The information about the variables used
by the model was stated by the Shapley Additive Explanations (SHAP)
(Lundberg et al., 2017), an effective model interpretation that helps to better
understand the relationship between variables. The effect of each feature was
calculated by the distance from the original prediction. A mean of absolute
distances for each individual was used to generate a ranked list of variables
according to the effect on outcome predictions for all subjects (AD versus
healthy individuals). A negative distance was obtained if the individual had
higher probability to be healthy, while a positive distance was obtained when
the risk in favor of AD was higher. An average of absolute distances between
variables was used to generate a ranking list. This predicition performance was
measured using the area under the ROC curve (AUROC), in which the value is
a number between 0.5 and one - values closer to 0.5 tend towards randomness
and numbers closer to one have a greater ability to differentiate AD patients
among all individuals. The miRNAs were selected based on highest AUROC
model at each iteration. For the application of the models, Python software
version 3.6.9 (Wilmington, DE, USA) was used.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
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2.4  Systematic review

The systematic review was planned and conducted in accordance with the
Joanna Briggs Institute (JBI) Manual for Evidence Synthesis (Aromataris et al.,
2020)(15). The research protocol was registered in the International Prospective
Register of Systematic Reviews (PROSPERO)
(https://www.crd.york.ac.uk/prospero/), under the number CRD42022370492.
We selected observational case/control studies that reported the expression of
mMiRNAs in patients with AD compared to a healthy group.

2.4.1 Search strategy

The search strategy aimed to retrieve the largest number of articles on the
subject published in any language and without establishing the period. The
search strategy was defined by the acronym PECO — Population (P): elderly
individuals, Exposure (E): Alzheimer's disease, Control (C): cognitively healthy
individuals, Outcome (O): differentially expressed miRNAs in CSF. The search
strategy used allowed us to formulate the following research question: “Is there
a significant difference between the expression of miRNAs in the CSF of
patients with AD and cognitively healthy individuals?”. Bibliographic search was
carried out in the following electronic databases: MEDLINE/PubMed (Medical
Literature Analysis and Retrieve System Online), Scopus, Cinahl, Web of
Science and Embase. The search was fulfilled on January 26, 2022 and redone
on October 24, 2022 for the selection of articles describing the expression of
mMiRNAs in patients with AD. The search strategy was built with controlled
vocabularies using Medical Subject Headings (MeSH) terminology with the
words “Alzheimer Disease”, “MicroRNAs” and “Adult”. The search strategy is
described in detail in Supplementary Material 1. In addition, we verified the
publications in the gray literature by searching for the same keywords in Google

Scholar (https://scholar.google.com.br/), in databases of CAPES dissertations,

and in the Brazilian Digital Library of Theses and Dissertations. All findings that
met the inclusion criteria for this systematic review were considered, regardless

of language.

2.4.2 Inclusion and exclusion criteria


https://scholar.google.com.br/
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Observational studies including patients with AD and controls, which had
CSF as analysis material and evaluation of miRNA expression were considered
eligible. Studies that did not meet the eligibility criteria were excluded, namely:
studies with animal models and in vitro studies, reviews, systematic reviews and
meta-analyses, studies carried out in materials other than CSF, intervention
studies and observational studies that did not quantify miRNAs or without

control group, studies conducted on patients with familial AD.

Studies were retrieved from each electronic database, included in the
EndNote Web reference manager software, and duplicates were excluded. The
tittes and abstracts of all selected articles were read in accordance with the
predefined inclusion and exclusion criteria. The articles chosen for reading in
full were also evaluated according to previously established eligibility criteria.

2.4.3 Assessment of the risk of bias in the studies

The JBI Critical Appraisal Checklist for Case Control Studies (Moola et al.,
2017) was used to assess the quality of evidence of observational studies,
which classified the included studies according to their score based on 10
evaluation criteria, as follows: low-quality studies or high risk of bias had a score
< 4, medium-quality studies or medium risk of bias had a score between 5 and
7, and high-quality studies or low risk of bias had scores = 8 (Moola et al., 2017;
Munn et al., 2020; Rawal et al., 2022).

2.5 Pathway enrichment analysis

We overlapped the findings between ML and systematic review in order to
develop an integrated understanding of the diferentiallly expressed miRNAS in
AD and validated the main features identified, and the miRNAs found were

followed up using pathway enrichment analysis.

Data on interactions between miRNAs and their gene targets were retrieved
from the miRTarBase

(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase 2022/php/index.php

). Data preprocessing was carried out using R version 4.2.2.
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The miRNAs of interest were selected and enriched using the enricher
function form ClLusterProfiler R package databases used by the GSEA for
pathway enrichment. The MSigDB curated gene sets were used, which include
KEGG Pathway, Reactome, Gene Ontology, BioCarta, WikiPathways and
published article gene-pathway datasets. Pathways present in four or more
miRNAs enrichment and that had the p value < 0.05 were considered for the

analysis.

3. RESULTS
3.1 GEO datasets and machine learning algorithm

Two datsets from GEO were included: the TLDA miRNA Screen study for
Candidate AD Biomarkers in CSF from Living Donors (Accession: GSE212558,
ID:200212558), which included 50 patients with AD and 49 neurologically
healthy individuals matched by age and sex; and the Validation Study for
Candidate AD miRNA Biomarkers in Human CSF (Accession: GSE212623,
ID:200212623), which compared 47 patients with AD and 71 neurologically
healthy controls matched for age and sex. Both studies performed the
identification of miRNAs using RT-PCR TagMan Array Human MicroRNA from
Thermo Fisher Scientific®. In the first study, 50 AD patients and 49 cognitively
healthy individuals matched by age and sex were included. In the second, 47
patients with AD and 71 cognitively healthy controls matched for age and sex
were compared. The results obtained by GEO2R showed a total of 59 miRNAs
that were differentially regulated in patients with AD compared to control

(Supplementary material 2).

The fold-change expression of 21 miRNAs for each study were analyzed by
the LightGBM algorithm. No single miRNA showed an AUROC value different
from the randomness value, consequently the algorithm combined more than
one miRNA. The best set of mMiIRNAs with higher AD predictive value defined by
the AUROC is shown in Table 1.

The SHAP values for GSE212558 and GSE212623 studies are shown in
Figure 2A and 2B, respectively, databases. Each line represents a miRNA that

was selected by model, and each dot is a representation of one individual. The
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blue dots represent lower fold-change value for that miRNAs, and red dots
represent higher fold-change value.

3.2  Selection of studies from systematic review

Figure 3 shows the flowchart for the selection of studies included in the
systematic review. The initial search identified 2060 studies, 913 articles were
excluded through the EndNote Online reference manager for being duplicates.
The remaining 1147 articles were further evaluated, and 968 were excluded
because 145 were studies with animal models or in vitro; 197 reviews,
systematic reviews, meta-analyses or editorials; 87 interventional studies and
observational studies that did not quantify miRNAs or bioinformatics studies;
156 were studies with no control group or not performed with CSF; 247 did not
have full text or were studies unrelated to the population with AD (n=247); and
136 duplicates were identified later. Subsequently, the remaining 179 articles
were evaluated by reading the full text, where 25 articles met the inclusion
criteria (Alexandrov Et al., 2012; Burgos Et al., 2014; L. Cheng Et al., 2018;
Dangla-Valls Et al., 2017; Denk Et al., 2015, 2018; Derkow Et al., 2018; Frigerio
Et al., 2013; Gui et al., 2015; Jia Et Al., 2022; Kiko Et Al., 2014; Kim Et Al.,
2021; C. Liu Et Al., 2014; C. G. Liu Et Al., 2021; C.-G. Liu Et Al., 2014, 2021;
Lusardi Et Al., 2017; Mckeever Et Al., 2018; Muller Et Al., 2014, 2016; Pang Et
Al., 2022; Riancho Et Al., 2017; Sandau Et Al., 2020, 2022; R. Wang Et Al.,
2020), however one of the articles (Pang et al., 2022) was excluded before the
end of the work due to a public retraction process involved. Finally, 24 articles
were included in systematic review (Table 2). The articles were evaluated by
two researchers (JDP and LCT), and the third researcher solved any doubt
(KBG).

3.3 Studies characteristics and assessment of the bias risk

Of the reported studies, five studies were conducted in the United States
(Alexandrov et al., 2012; Burgos et al., 2014; Lusardi Et Al., 2017; sandau et al.,
2020, 2022), two in Spain (Dangla-Valls et al., 2017; Riancho et al., 2017) ,
three in Germany (Denk et al., 2015, 2018; Derkow et al., 2018), seven in China
(Gui et al., 2015; Jia et al., 2022; C. Liu et al., 2014; C. G. Liu et al., 2021; C.-G.
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Liu et al., 2014, 2021; R. Wang et al., 2020), two in the Netherlands, one in
Japan, one in Canada, one in Korea and one in Sweden (Frigerio et al., 2013;
Kiko et al., 2014; Kim et al., 2021; Mckeever et al., 2018; Miller et al., 2014,
2016). One article did not report the participants' country of origin (L. Cheng et
al., 2018).

In the 24 eligible studies, 1389 patients were enrolled - 328 women and 311
men among controls; 386 women and 352 men among AD patients. The mean
age of controls was 68.79 + 5.55 years and 71.85 + 3.97 years for the AD
group. Among the studies, two did not present information about sex distribution
(Derkow et al., 2018; Gui et al., 2015), and one did not present the age of
controls and AD patients (L. Cheng et al., 2018). The studies conducted by Liu
in China involve patients from the same hospital. However, Liu does not
mention in the methods whether they are the same patients in all studies.
Contact was made with Liu, but without success in obtaining a response.

Therefore, for calculation purposes, the studies were considered independent.

Patients with AD were diagnosed through clinical evaluation, with the aid of
defined scales for the assessment of cognitive impairment, imaging tests or by
evaluating brain tissue. One of the articles (Alexandrov et al., 2012) used the
CERAD, NIH criteria for tissue categorization, and all tissues already had a
CDR classification between 2 and 3. Burgos et al., 2014 used two
neuropathological assessment scales for the diagnosis of the condition, being
National Institute of Aging Reagan criteria (NIA-R) and Braak Stage (Burgos et
al., 2014) (20). Dangla-Valls et al., 2017 (Dangla-Valls et al., 2017) reported
that all patients met the National Institute on Aging - Alzheimer's Association
(NIA-AA) clinical criteria for AD (Kiko et al., 2014) (28). Twelve articles used the
NINCDS-ADRDA criteria (L. Cheng et al., 2018; Denk et al., 2015; Frigerio et
al., 2013; Gui et al., 2015; Kiko et al., 2014; Kim et al., 2021; Lusardi et al.,
2017; Muller et al., 2014, 2016; Sandau et al., 2020; R. Wang et al., 2020),
among them, four used the Mini Mental State Examination (MMSE) to complete
the screening (L. Cheng et al., 2018; Lusardi et al., 2017; Muller et al., 2014;
Sandau et al., 2020). The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
[, IV and V (DSM) was reported in three articles (L. Cheng et al., 2018; Derkow
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et al., 2018; Frigerio et al., 2013); MMSE was reported in seven studies (L.
Cheng et al., 2018; Derkow et al., 2018; Jia et al., 2022; Lusardi et al., 2017;
Muller et al.,, 2014; Sandau et al.,, 2020, 2022); and Montreal Cognitive
Assessment (MoCA) used in one studie (Lusardi et al., 2017). Three articles
reported that patients were also evaluated using brain magnetic resonance
(Dangla-Valls et al., 2017; Derkow et al., 2018; Mdller et al., 2016) and two
using brain amyloid PET (Kiko et al., 2014; Kim et al., 2021). Five studies did
not report which tools were used for diagnosing patients, but all reported that
the process was performed by a neurologist following guidelines for classifying
cognitive decline (C. Liu et al., 2014; C. G. Liu et al., 2021; C.-G. Liu et al.,
2014, 2021; Riancho et al., 2017).

Regarding biochemical markers, eight studies (Dangla-Valls et al., 2017;
Denk et al., 2015, 2018; Derkow et al., 2018; Frigerio et al., 2013; Gui et al.,
2015; Riancho et al., 2017; Sandau et al., 2020) reported total tau protein levels
with a mean value of 437.55 + 255.92 pg/mL among subjects without AD, and
10 studies (Dangla-Valls et al., 2017; Denk et al., 2015, 2018; Derkow et al.,
2018; Frigerio et al., 2013; Gui et al., 2015; Kiko et al., 2014; Mckeever et al.,
2018; Riancho et al.,, 2017; Sandau et al., 2020) reported a mean value of
621.10 £ 308.35 pg/mL for patients with AD. Phosphorylated tau protein was
reported among controls in five studies (Dangla-Valls et al., 2017; Denk et al.,
2015, 2018; Frigerio et al., 2013; Kim et al., 2021), with a mean value of 59.074
+ 21.05507 pg/mL, and among AD patients in six studies (Dangla-Valls et al.,
2017; Denk et al., 2015, 2018; Frigerio et al., 2013; Mckeever et al., 2018;
Riancho et al., 2017) with a mean value of 209.255+ 251.2498 pg/mL. Amyloid
beta peptide values were quantified among those subjects without AD in eight
studies (Dangla-Valls et al., 2017; Denk et al., 2015, 2015; Derkow et al., 2018;
Frigerio et al., 2013; Kiko et al., 2014; Riancho et al., 2017; Sandau et al., 2020)
with a mean value of 666.13+ 264.30pg/mL, and nine studies (Dangla-Valls et
al., 2017; Denk et al., 2015, 2018; Derkow et al., 2018; Frigerio et al., 2013; Gui
et al., 2015; Mckeever et al., 2018; Riancho et al., 2017; Sandau et al., 2020)
reported a mean value of 499.0344+ 267.54pg/mL in patients with AD.
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Seven articles reported the genotyping of the APOE €4 variant. Ninety-seven
control individuals had at least one €4 allele, and 172 individuals with
Alzheimer's disease (AD) had at least one €4 allele (Burgos et al., 2014;
Dangla-Valls et al., 2017; Jia et al., 2022; Lusardi et al., 2017; Mckeever et al.,
2018; Sandau et al., 2020, 2022).

3.4 Assessment of the bias risk

Two studies had a high risk of bias (L. Cheng et al., 2018; Frigerio et al.,
2013), ten medium risk (Dangla-Valls et al., 2017; Gui et al., 2015; Kiko et al.,
2014; Kim et al., 2021; C. Liu et al., 2014; C. G. Liu et al., 2021; C.-G. Liu et al.,
2021; Lusardi et al., 2017; Mdller et al., 2016; Sandau et al., 2020) and 12
studies presented low risk of bias (Alexandrov et al., 2012; Burgos et al., 2014;
Denk et al., 2015, 2018; Derkow et al., 2018; Jia et al., 2022; C.-G. Liu et al.,
2014; Mckeever et al., 2018; Muller et al., 2014; Riancho et al., 2017; Sandau et
al., 2022; R. Wang et al., 2020). The evaluation of the articles was presented in

Figure 1S and in Supplementary material 3.

3.5 Differentially expressed miRNAs in patients with AD in the

systematic review

The data showed that the miRNAs were assessed by quantitative real-
time polymerase chain reaction (QPCR) method in 24 studies, and one group
used next-generation sequencing (NGS) for quantification (Alexandrov et al.,
2012). We identified a total of 126 miRNAs found to be differentially expressed

in patients with AD compared to controls (Supplementary material 4).

3.6 Integrated analysis of miRNA targets and pathways analysis

We further combined the analysis of differentially expressed set of
mMiRNAs in ML results with systematic review (Table 3). The miRNAs set found

in this overlap was then followed up using pathways analysis.

Thus, the pathways enrichment was performed with the miRNAs: 1274a;
193a-5p; 28-3p; 30a-3p; 145; 19b-3p; and 143. Although miRNA-100 is
included in the general list of mMiRNAs, it was not present in the GEO2R analysis

bank. This occurred because this miRNA was not detected in all samples and/or
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its expression was very low. Therefore, it was not possible to perform the
enrichment analysis of the pathway associated with it.

Pathways enrichment was performed individually for the predicted gene-
targets of each miRNA identified in the previous step, and all results are shown
in Supplementary material 5. Only pathways which appeared enriched in four
or more results and that had a p-value lower than 0.05 were included. Table 4
presents the identified pathways and their genes regulated. The Figure 4
represents network analysis was performed on miRnet using the ForceAtlas
algorithm and marking relevant genes according to the pathway analysis.

4. DISCUSSION

The present study identified several miRNAs as possible biomarkers for AD,
namely miRNA-19b-3p, miRNA-28-3p, miRNA-30a-3p, miRNA143-3p, miRNA-
145-3p, miRNA-193a-5p and miRNA-1274a. They concurrently appear as
possible regulators of five biological pathways: the ATM-only DNA damage

response, ERBB signaling, MAPK signaling and TGF-BETA signaling.

4.1 miRNAs differentialy expressed

mMiRNA-19b was found to be downregulated in AD compared to controls
(Lusardi et al., 2017), and it is the central miRNA identified in the present study.
It has been previously associated with the activation of macrophages in kidney
damage, to the stimulus of apoptosis during myocarditis, and to several cancers
(Chen et al., 2021; K. Li et al., 2021; Lv et al., 2020). miRNA-19b was shown to
be involved in the proliferation, apoptosis and cell cycle of SH-SY5Y cells, a
human neuroblastoma cell line (MA et al., 2016). Wu et al. 2017 reported that
mMiRNA-19b could contribute to cognitive function, because the molecule
participates in the regulation of STAT3 activation, an important protein in the
inflammatory response in AD (WU et al.,, 2017). Finally, miRNA-19b-3p was
reported to alleviate B-amyloid-induced injury, and suggested to be used as a

protective agent in the treatment of AD (Zhang et al., 2020).

MiRNA-28 is a key miRNA involved in a wide variety of cancers, and it can
act as an oncogene or tumor suppressor, by modulating the expression of

several genes and downstream signaling networks (Hosseini et al.,, 2023).
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However, the regulation of miRNA-28 is controversial in patients with AD.
Treatment for AD with donepezil was shown to decrease the concentration of
MiRNA-28 and improved the symptoms of patients (Zhao et al., 2020), which is
in agreement with other findings in an animal model study of AD (Hong et al.,
2017). Conversely, other cohort study reported a decrease in miRNA-28 in
patients with AD compared to cognitively healthy controls (Lusardi et al., 2017),

which was confirmed by the data retrieved from GEO and our ML analysis.

MiRNA-30a-3p belongs to the miRNA-30a family, which also includes
mMiRNA-30a-5p, and this miRNA family was reported to be involved in fine-
tuning the expression of brain-derived neurotrophic protective factor (BDNF)
(Croce et al, 2013). miRNA-30a-5p decrease was reported to be a
neuroprotective fact for cortical neurons of exposed rats in in vitro and in vivo
models (Croce et al., 2013). Notably, the neurological roles of miRNA-30a-5p
have been well detailed in the literature, including that it is up-regulated in
human gliomas and that its elevated expression inhibits the expression of
BDNF, which suggests that its effects are harmful to the brain (Mellios et al.,
2008; K. Wang et al., 2013). MiRNA-30a-3p has also been associated to
metastasis and cell proliferation in several studies of cancers (H. Wang et al.,
2020; Y. Wang et al., 2019). One of the regulatory target genes of miRNA-30a
is the Beclin-1, which plays a key role in regulating cell death and survival of
various cell types and it is involved in several diseases, including AD (Salminen
et al., 2013; H. Zhu et al., 2009).

MiRNA-143-3p is highly expressed in skeletal muscle tissue, and its
concentration was shown to decrease during aging and it targets components of
insulin signaling (Soriano-Arroquia et al., 2016). In addition, it plays an
important role in cancer cell events as part of anti-oncogenic processes (Akao
et al., 2006; Karimi et al., 2017). In vascular smooth muscle cells, it was seen
that the miRNA-143 and miRNA-145 cluster is upregulated and that the cluster
is necessary for cell differentiation and functioning after vascular injury
(Christensen et al., 2019). Moreover, miRNA-143-3p showed higher expression
in the blood of patients with AD compared to controls, and its concentration was

associated with the neuropsychological and imaging results (Cheng et al.,
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2015). In the studies included in the systematic review, miRNA-143-3p was
elevated in patients with AD in two cohorts from the same study, and negatively

regulated in another one (Jia et al., 2022; Lusardi et al., 2017).

As previously mentioned, the miRNA-143 and miRNA-145 cluster was found
to be upregulated and to be essential for cell differentiation and functioning after
vascular injury (Christensen et al., 2019). miRNA-145 is also involved in several
cancers as a poor prognosis (L. Xu et al., 2019). After traumatic brain injury,
mMiRNA-145 was reported to be decreased in mice (P. Wang et al., 2020) and its
overexpression improved atrocyte injury in a cellular model of cerebral ischemic
stroke (Zheng et al., 2017), and it was alsofound to be dysregulated in epilepsy
(Martinez et al., 2023). Notably, it's the relationship with interleukin 16 (IL-16) is
the main point linking miRNA-145 to AD (Huang et al.,, 2019). Anvar et al.
(2015) identified a positive relationship between IL-16 gene polymorphism and
increased risk of AD (Anvar et al., 2015). Moreover, IL-16 levels were found to
be elevated in patients with AD, in blood and CSF, and a relationship was
observed between the cytokine levels and the different stages of AD (Motta et
al., 2007).

MIRNA-193a-5p is part of the miRNA-193 family (Khordadmehr et al., 2019),
and it is involved in several types of cancer, where it is observed the inhibition
of the AKT/mTOR pathway signaling (Khordadmehr et al., 2019; H. Xu et al.,
2020). Notably, miRNA-193a-5p levels were fround to be lower in mononuclear
cells from patients with AD than in cells from control individuals (D. Li et al.,
2023).

mMiRNA-1274a was also involved in carcinogenic processes, including colon
and lung cancers (Ren et al., 2020; S. Zhu et al., 2022). While the upregulation
of miRNA-1274a has been related to survival, cell proliferation, migration and
invasion of colon and lung cancer, few studies associate it to neurodegenerative
conditions (Ren et al., 2020; S. ZHU et al., 2022).

4.2 Epidermal growth factor (EGFR) pathway

The epidermal growth factor receptor (EGFR), also known as ERBBL, is

part of the ERBB receptor family, which also comprises the HER2/neu receptor
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(ERBB2), the HERS3 receptor (ERBB3) and the HER4 receptor (ERBB4) (Wong
et al., 2004). Epidermal growth factor (EGF) is a mitogenic factor that stimulates
the proliferation of different cell types by activating the EGFR receptor, which in
turn initiates cell signaling. The EGFR family of receptors is also expressed in
neurons of the hippocampus, cerebellum and cerebral cortex, and EGF
increases differentiation, maturation and survival of these neurons (Wong et al.,
2004)(75). EGFR expression is also involved with several neurodegenerative

conditions, including AD (Murphrey et al., 2018).

EGFR linkers are cleaved in the extracellular domain by members of the
disintegrin metalloprotease (ADAM10) family (Jayaswamy et al., 2022).
ADAM10 is an important protease observed in AD and responsible for the
breakdown of APP, the increase of the [-secretase expression, and
consequently the release of AB oligomer. In addition, preformed AR activates
GSK-3 B in an EGFR-dependent manner and causes tau hyperphosphorylation
at specific sites (Jayaswamy et al., 2022). In AD, the activation of GSK-3 has
been related to increased tyrosine phosphorylation in response to external
stimulation and neurite contraction (Jayaswamy et al., 2022). Therefore, the
EGFR-mediated signaling axis, which include ERBB family as receptors, plays
an important role in the formation of AR aggregates and NFTs (Jayaswamy et
al., 2022).

Additional expression of EGFRs was shown to increase memory
impairment, while inhibition of receptor activities rescued memory impairment
(L. Wang et al.,, 2012). Moreover, the inhibition of EGFR pathway was
suggested to prevent or delay AB42-induced memory loss, since its activation,
mediated by oligomer peptides, could lead to tau hyperphosphorylation
(Jayaswamy et al., 2022; L. Wang et al., 2012). Other evidence also suggests
that the EGFR pathway may regulate neural plasticity by altering intracellular
calcium concentration or by releasing glutamate (Abe et al., 1992; Barrie et al.,
1996). In addition, downregulation of the hippocampal ERBB4 receptor also
improved learning and memory (Tian et al., 2017). Therefore, ERBB4 receptor
and its fosforylated form were shown to be increased in neurons from brains
with AD (Woo et al., 2011).



64

4.3 MAPK signaling pathway

Mitogen-activated protein kinase P38 (MAPK) is associated to several
inflammatory diseases, including AD (Lee et al, 2017). MAPKs are
serine/threonine-type proteins responsible for processing and regulating cellular
properties in response to various extracellular stimuli (Lee et al., 2017). These
enzymes phosphorylate the serine or threonine hydroxyl group in proteins, and
are responsible for controlling cell proliferation, differentiation, survival and
apoptosis (Lee et al., 2017). In mammals, the main MAPKs are p38 MAPK, c -
jun N-terminal kinase (JNK), extracellular signal-regulated kinase (ERK 1/2) and
ERK 5/BMK-1 (Lee et al., 2017). p38 MAPK is involved in several signaling
processes, and it plays an important role in the regulation of pro-inflammatory
signaling networks and biosynthesis of cytokines, including tumor necrosis
factor-a (TNF-a) and interleukin-1B (IL-1B) (Yasuda et al., 2011).

p38 MAPK is expressed abundantly in regions crucial for learning and
memory and it is also involved in inhibiting the differentiation of embryonic stem
cells into neurons, regulation of synaptic plasticity and modulation of neuronal
excitability (Aouadi et al., 2006; Zhong et al., 2008). In vivo and in vitro
evaluation using neurological disorder models has shown that p38 MAPK
inhibition is most often effective for the treatment of neurological disorders (Lee
et al., 2017).

Neuroinflammation is involved in the pathology of AD due to the
activation of astrocytes and microglia, and increased expression of cytokines or
chemokines (Holmes et al., 2009; Y. Li et al., 2003; Tanji et al.,, 2003). The
pathophysiological mechanism involves the stimulation of p38 MAPK that
triggers tau protein hyperphosphorylation (Kitagawa et al., 2005). Moreover,
elevated levels of AB in the brain of AD patients can lead to stimulation of
microglia and thus cause the release of pro-inflammatory cytokines due to
pathway activation (Yasuda et al., 2011). Consequently, activation of MAPK p38
pathway can also lead to destabilization of the cytoskeletal structure through tau
hyperphosphorylation and decreased synaptophysin expression (Yasuda et al.,
2011).
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The relationship between the MAPK pathway and AD has been studied
for some years, because p38 MAPK levels showed higher values in the brains
of patients with AD compared to healthy controls. Moreover, this increase was
reported to occur in the early stages of AD, and it has also been found that
MAPK kinase 6 (MKKG6), an upstream activator of p38 MAPK, is up-regulated in
brains of diseased individuals (Pei et al., 2001; X. Zhu et al., 2001). Additionally,
phosphorylated p38 MAPK in the blood of patients with AD have been reported
to be positively correlated with disease duration (S. Wang et al., 2014). Animal
model studies have also characterized the relationship between
hyperphosphorylated tau and p38 MAPK activation, showing that p38 MARK
activation is positively correlated with the amount of aggregated tau (S. Wang et
al., 2014). Therefore, the MAPK pathway is an important pathway for AD and
p38 MAPK inhibition could be a neuroprotective output for these patients, as it
would reduce neuroinflammation in microglia and astrocytes and improve

synaptic plasticity (Lee et al., 2017).
4.4 TGF-BETA signaling pathway

Transforming growth factor-B (TGF-B) is an important anti-inflammatory
cytokine for the inflammation pathway, which regulates cell proliferation,
differentiation, extracellular matrix formation, response to brain injury, brain
inflammatory response, amyloid distribution, and inhibition of cell death (Chao
et al., 1994a; Norgaard et al., 1995). In AD, compromised TGF-B signaling is
suggested to lead to cellular degeneration, tissue fibrosis, inflammation,
decreased regenerative capacity and metabolic  malfunction in

neuroinflammatory diseases (Tominaga et al., 2019).

Notably, TGF-B is an injury-responsive factor, which is increased acutely
after brain injury, including trauma, ischemia, and neurodegenerative diseases,
such as AD (Tominaga et al., 2019). TGF-B inhibits the proliferation and
differentiation of immune cells and plays an important role in the growth and
survival of neurons. Inhibition of TGF-B1 signaling promotes neuritic
degeneration and AB production in neuroblastoma cells. Taken together, these
findings indicate that impaired TGF- neuroprotective activity contributes to the

pathology of AD (Lippa et al., 1995; Tominaga et al., 2019).
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During inflammation, AB42 oligomer was also observed to stimulate
microglia to increase the synthesis of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-
a, thereby interfering with the synthesis of anti-inflammatory cytokines, such as
TGF-B (Hampel et al., 2020; Tominaga et al., 2019). TNF-a inhibits Ap
phagocytosis by microglia, stimulates y-secretase activity, which consequently
leads to increased AP accumulation and worsens neuroinflammation.
Furthermore, inflammation impairs neurotrophin signaling because it decreases
TGF-B1 synthesis (Hampel et al., 2020). However, overstimulation can lead to
brain damage (Saad et al., 1991; Van Der Wal et al.,, 1993), and increase of
TGF-B followed by the increase in B-amyloid load was observed in a rat model
study, suggesting that this fact may increase the pathogenesis of the formation
of AR (Wyss-Coray et al., 1997).

Notably, patients with AD were shown to have significantly higher levels
of TGF-B compared to control group and the mild cognitive impairment (MCI)
group, and the MCI group had significantly higher levels than the control group
(Park et al., 2021). These results are supported by previous findings who
reported that patients with AD had higher expression of TGF- concentration in
CSF and blood compared to cognitively healthy patients (Chao et al., 1994b;

Malaguarnera et al., 2006).

45 ATM-dependent DNA damage response pathway

Aging is among the several main risk factors for the development of AD.
DNA damage accumulates throughout life, and this process is observed as one
of the causes of AD (Sedelnikova et al., 2004). ATM (Ataxia-Telangiectasia) is a
protein kinase that is a central mediator of responses to DNA double-strand
breaks in cells (Kitagawa et al., 2005). Notably, neurons show evidence for a
loss of ATM in ATM-deficient mice and AD mouse models (Shen et al., 2016).
In human AD, the neurons also show reduced ATM protein levels (Shen et al.,
2016). Although they represent only a fraction of the total neurons in each
affected region, their numbers significantly correlate with disease stage,
suggesting that failure of ATM function may be an important contributor to the
death of neurons in AD individuals (Shen et al., 2016).


https://www.cancer.net/cancer-types/ataxia-telangiectasia
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Neural cells are extremely susceptible to accumulation of DNA damage
because they have high metabolic demands, high transcriptional activity, and
have a long lifespan (Welch et al., 2022). Dysfunctions in the DNA response
can result in toxic gene rearrangements, transcriptional dysregulation and
damage accumulation and, as a result, cell is exposed to increased apoptotic
activity and senescence or uncontrolled cell division (Hoeijmakers, 2009;
Madabhushi et al., 2014; Welch et al., 2022).

DNA damage might be one of the first indicators of neurotoxicity (Welch
et al., 2022). An increase in DNA damage markers was frequently observed in
the brains of patients with MCI and AD (Kirova et al., 2015; Myung et al., 2008).
Increased damage of astrocytes and neurons in the hippocampus and frontal
cortex was reported in patients with AD in different stages (Pruunsild et al.,
2017).

Detection of DNA damage in AD brains provides evidence for the role of
reactive oxygen species (ROS) in AD (Canugovi et al., 2013). Part of the
accumulation of DNA damage is due to the decrease in DNA repair, since it
begins with the recognition and removal of an oxidized base by a DNA
glycosylase, which is reduced in neurons of the hippocampus and other brain
regions of AD patients (Lovell et al., 2000; Weissman et al., 2007). Other risk
factors that affect DNA repair may also be seen in AD, such as
neuroinflammation, CDK5 abnormalities, sirtuin 6 (SIRT6) downregulation,
chromosomal instability, and DNA damage that affects neurogenesis (Lin et al.,
2020).

5. CONCLUSIONS

In summary, seven miRNAs (mRNA-19b-3p, miRNA-28-3p, miRNA-30a-
3p, MiRNA-143-3p, miRNA-145-3p, miRNA-193a-5p, and miRNA-1274a) have
been identified to play important roles in various signalling pathways related to
AD, including ATM-mediated DNA damage response, ERBB signaling, MAPK
signaling, and TGF-BETA signaling. The novel findings reported here have the
potential to assist in the development of early diagnostic tests for AD, as well as

monitoring progression of AD. Additionally, to further explore these signalling
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pathways also contribute to improving the understanding of pathophysiology of
AD, thereby providing novel data that can be prioritized to guide future

experimental validations.
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Identification AD Sample Country Age Frequency sex Statistical Biomarkers Imaging
diagnostic number of origin difference exams
criteria between
Control AD age  sex
S
Alexandrov et CERAD/NIH Healthy United 72.4+6. 72.57. NI No No NI NI
al., 2012 patients: 6; States 5 5
AD: 6
Burgos et al., Braak stage, Healthy United 82.1+10 81.3+7. Healthy patients: No No NI NI
2014 NIA-R patients:78 States 7 43M/35F. AD:33
X M/37F
AD: 69
Cheng et al., MMSE, DSM- Healthy NI NI NI NI NI NI NI NI
2018 IV and patiens:
NINCDS- 10; AD: 10
ADRDA
Dangla-Valls NIA-AA Healthy Spain 70.28 + 72.97 £ Healthy patients: No NI LCR AB42, Magnetic
et al., 2017 patients: 3.87 4.87 15M e 16F t-tau and p- resonance
32; AD: 14M e 23F tau
AD: 37
Denk et al., NINCDS- Healthy Germany 61.0+ 72.1+ Healthy patients:  Yes No LCR AB42, NI
2015 ADRDA and patients: 12.7 8.5 14M e 14F t-tau and p-
CID10 28; AD: 9M e 13F tau

AD: 22
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Denk et al., NINCDS Healthy Germany 64 + 65 + Healthy patients: LCR AB42, NI
2018 patients: 11.3 9.3 20M e 24F t-tau and p-
44; AD: 48 AD: 22M e 26F tau
Derkow et al., DSM-V; Healthy Germany 58.3+ 715+ Healthy patients: LCR Ap42, Magnetic
2018 MMSE patients: 11 8.5 ™M e 3F t-tau and p- resonance
10; AD: 2M e 10F tau
AD: 12
Frigerio et al., DSM-III-R Estudo 1 NI Estudo Estudo Estudo 1 LCR Ap42, NI
2013 criteria, Healthy 1 1 Healthy patients: t-tau and p-
NINCDS- patients: Healthy AD:66. 10M e 9F tau
ADRDA and 19; patients 6+ 6.9 AD:10M e 10F
ICD-10 AD: 20 : Estudo Estudo 2
Estudo 2 67.316. 2 Healthy patients:
Healthy 2 AD:75. 10M e 8F
patients:18 Estudo 8%8.6 AD: 6M e 9F
; 2
AD: 15 Healthy
patients
: 73+8.9
Gui et al., NINDS- Healthy China 60+13 Healthy patients: t-tau NI
2015 ADRDA patients:27 65+12 9M e 8F
; AD: 15M e 13F

AD:28
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Kiko et al., NINCDS- Healthy Japan 73.0 £ Healthy patients: NI NI CSF-A (1- NI
2014 ADRDA patients: 5.2 80.7 = 4M e 6F 42)
10; 5.8 AD:3Me 7F CSF-tau
AD: 10 (pg/ml)
Kim et al., NINCDS- Korea 74.46 NI NI LCR AB42, PET-
2021 ADRD Healthy 4.66 Healthy patients: t-tau and p- amiloide
patients: 70.39 = 7M e 6F tau cerebral
13; 4.82 AD: 7TMe 7F usandol8
AD:14 F-
florbetaben
Liu et al., AD Healthy China 69:4+3: 72:1+4: NI NI Creatinine, NI
2021 (a) diagnoses  patients: 6; 3 3 Healthy patients: homocystei
were made AD: 11 4M e 2F ne
by AD: 6M e 5F
neurologists
at Xuanwu
Hospital and
Guangwali
Hospital,
according to
relevant
diagnostic

guidelines.
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Liu et al., All diagnoses Healthy China 69.4 NI NI Creatinine, NI
2021 (b) were patients:7; 3.3 721+ Liquor homocystei
conducted by AD: 13 4.3 Healthy patients: ne
the doctors at 4M e 3F
the AD: 7M e 5F
Neurology
Department,
Xuanwu
Hospital of
Capital
Medical
University
Liu et al., NI Healthy China AD: AD: AD: 23M e 28F Ndo Né&o NI NI
2014 (a) patients: 7; 64.2+6. 64.2+6. Sex-matched
AD: 51 5 5 controls
Age- Age-
matche matche
d d
controls  control

S
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Liu et al., The Healthy China 74.1+£3. 74.2%4. NI NI Creatinine, NI
2014 (a) diagnoses patients:5; 5 1 homocystei
were made AD: 5 Healthy patients: ne
by the 4M e 1F
doctors of AD:4M e 1F
neurology
department
Lusardi et al., MMSE; Healthy United 67.78+ 69.52+ Healthy patients: NI NI NI No
2017 ADRDA- patients: States 9.43 7.27 23M e 26F
NINDS 49; AD: 30M e 20F

AD: 50
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McKeever et A clinical AD Healthy Canada  66.5%7. Healthy patients:  sim NI AB 42niveis NI
al., 2018 diagnosis patients: 7 755+ 5Me 7F de , p-tau
was 12; AD: 13 4.6 and t-tau.
confirmed DA: 8M e 5F
using the
CSF protein
biomarkers:
CSF AB42, p-
tau, and t-tau
levels.
Montreal
Cognitive
Assessment
or the
modified
Behavioral
Neurological
Assessment.
Muller et al.,  NINCDS/AD Healthy = Netherland Healthy patients: NI NI t-tau, p-tau Magnetic
2016 RDA patients: S 63.2+12 70.4%9. 8M e 12F and AB42 resonance
20; 3 1 AD: 8M e 10F
AD: 18
Muller et al.,  NINCDS/AD Healthy = Netherland 63.7+9. 69.749. Healthy patients: NI NI NI NI
2014 RDA; MMSE patients: S 8 6 10M e 10F
20; AD: 10M e 10F

AD: 20
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Riancho et NI Healthy Spain 71,64+1 Healthy patients: AB40/42,
al., 2017 patients: 0.7 68,9+9. 6Me 12F AD: 3M pTau and
18; 6 e 15F 181 /Tau
AD: 18
Sandau et al., o ADRDA541 Healthy United 73.0x4. 71.8+  Healthy patients: NI NI AB 42 and NI
2020 NINDS patients: States 9 10.1 27M e 38F T-Tau;
65; AD: 23M e 14F
AD: 37
Wang et al., NINCDSADR China 72.53+7 72.92  Healthy patients: No No NI NI
2020 DA Healthy .60 +6.87 28M e 34F
patients: AD: 55M e 63F.
12; Essa frequencia
AD:32 considera todos os

pacientes,
incluindo os
pacientes que
tiveram s6 o serum
analisado
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Sandau et al., MMSE 14 Healthy = Estados  Healthy AD (- 14M/14F No No NI NI
2022 patients: (- Unidos patients  3.3)
3.3e-3.9): :(-8.3) 729+
14; e AD (- 71.8 = 10.0;
3.3e-3.9): 7.0; AD (-
14 Healthy 3.9)
patients 73.2 %
: (-3.9) 4.6
72.1 %
7.0;
Jia et al., 2022 MMSE Coorte 2: China Coorte  Coorte Coorte 3: No No NI NI
Healthy 2: 2:: AD: 50M/52F; Coorte
patients: Healthy 67.8 2: 52F/49M
93; AD: 95 patients +6.4/C
DA/ :68.7 £ oorte 3
Coorte 3: 6.9/ AD:68.
Healthy Coorte 5+6.6
patients: 3:
102, DA Healthy
101 patients
169.5 +
6.4,
Y: Yes, No, NI: Not identified, F: female, M: Male
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Table 3: Final overlapping of miRNAs differentially expressed in Alzheimer's Disease

compared to controls from GEO datasets and systematic review.

MiRNA GSE2125581 SR MiRNA GSE212623 SR
GEO GEO
miRNA-100 - Up mMiRNA-193a-5p Down Down
miRNA-28-3p
miRNA-30a-3p
MiRNA-1274a Down Down  miRNA-145-3p
miRNA-19b-3p
mMiRNA-143-3p Down 2Up
1 Down

SR: systematic review result; Up: upregulated in AD x control; Down: downregulated
in AD x control.
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Table 4: Pathways identified for the resulting miRNAs and the genes involved.

Pathway*  miRNA Genes involved
DNA -19b  PTEN, BCL2L11, PPP2R5E, ATM, SMAD4, LDLR,
damage -30a CCND2, PLAU, MAP3K1, TGFB1, TP53, WNT7B,
response -143  MAPK1, WNT10A, PIK3R3, SCP2, MYC, CDKNI1B,
only ATM -145 KRAS, WNT4, SOS2, BCL2L11, KRAS, HRAS, AKT]1,
dependent -193 MDMZ2, BCL2, MAP3K7, MAPK1, SMAD3, PPP2RSE,
BBC3, PIK3R1, AKT2, NFKB2, PIK3R2, CDKNI1A,
IRS1, MYC, NRAS, MDMZ2, SMAD3, SMADA4,
CCND1, CCND2, SOD2, TP73, ERBB2, PIK3R3
ERBB -30a  MYC, CDKNI1B, CRK, KRAS, S0OS2, HBEGEF,
signaling -143 BCL2L11, KRAS, HRAS, AKT1l, MDMZ2, BRAF,
pathway -145 MAPK1, ERBB3, CRKL, ABL2, ELK1, PIK3R1, AKT2,
-193 PIK3R2, CDKNI1A, EGFR, MYC, PAK4, NRAS,
MDM2, BRAF, MAP2K4, ERBB4, RPS6KB1, CCND1,
HBEGF, ELK1, ERBB2, PIK3R3, MTOR
MAPK -19b TGFBR2, PRKACB, RRAS2, ATF2, RASAl, FAS,
signaling -30a  MAP2K3, NF1, RAPGEF2, MAP3K1, MAPK14,
pathway -143 RAP1B, TGFB1, TP53, MAPK1, RAP1A, STK4,
-145 RAF1, MAP3K14, MYC, STMNI1, CRK, KRAS,
HSPAG, SOS2, RASGRP3, CACNALE, NFATCS,
KRAS, MAPK7, HRAS, AKT1, BRAF, MAP3K7,
MAPK1, TNF, CRKL, RPS6KAS5, ELK1, DUSP3,
NFATC1, AKT2, NFKB2, CDC25B, MAP3K2,
MAPK8IP3, PDGFB, CACNGS8, PPP3CA, EGFR,
MYC, NRAS, MAP2K6, BRAF, TGFBR2, MAP2K4,
MAP4K2, MAP3K11, NFATC1, NTRK2, RPS6KA3,
DUSP6, TGFB2, ELK1, RASAL
TGF-BETA -19b TGFBR2, SMAD4, ATF2, RNF111, KLF10, ZFYVES9,
signaling -30a  TGIF1, MAP2K3, MAPK14, SKIL, ITGA2, TGFB1,
pathway -143  TP53, THBS1, MAPK1, RAF1, MEF2A, THBSI1,
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-145

MEF2A, EP300, MYC, ATF3, SUMO1, RUNX2, AKT1,
MAP3K7, MAPK1l, SMAD3, TFDP1, RBL1, KLF10,
PIK3R1, ITGB1, ITGB4, TERT, DCP1A, PIK3R2,
CDKN1A, MYC, NEDD9, MAP2K6, MMP1, MMP12,
ETS1, SMAD3, TGFBR2, SMAD4, MAP2K4, SP1,
ZFYVE9, ROCK1, CCND1, SPTBN1, SMAD2

*All p value < 0.048

92



93

Search for transcriptomic

Application of ML algorithm in the
setsin CSF

selection of differentially expressed

:

Integrative analysis: miRNAs
found in ML + literature review

EXTRACTION miRNAs related to AD on AD
SCREENING VALIDATION
miRNAs ML
w Machine
Gene Exprassion Omalbes —_— learning .
- A— miRNAs

Systematic review

miRNA-1274a
miRNA-193a-5p
miRNA-28-3p
miRNA-30a-3p
miRNA-145
miRNA-19b
miRNA-143

Figure 1: Study workflow. Schematic diagram representing the screening and

validation steps of selected miRNAs. We performed a searched the Gene Expression

Omnibus (GEO) for publicly available transcriptomic datasets which measured

miRNAs. Next, a Machine Learning (ML) algorithm was applied in order to

systematically select diferentially expressed miRNAs which could be associated with

AD. An integrative analysis was then performed using a systematic review in order to

validate the miRNAs indicated in the ML search. Overlap between ML and systematic

review showed differential expression of miRNAs 1274a, 193a-5p, 28-3p, 30a-3p,

145, 19b, and 143, which were followed up using pathway analysis.
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TLDA miRNA Screen for Candidate AD Biomarkers in CSF from Living Donors

High
hsa_miR_1227_002769 (M2 1ade o o d v iy ggae .
hsa_miR_126_000451 Ghjra1e L t 3
m
>
hsa_miR_1276_002843 bottedi- . i o
=]
et
A hsa_miR_100_002142 ‘e - ' o+ 3
hsa_miR_1274A_002883 I
T T T T T T Low
-0.004 -0.002 0.000 0.002 0.004 0.006
SHAP value (impact on model output)
Validation Study for Candidate AD miRNA Biomarkersin Human CSF
High
hsa_miR_193a_5p_002281 14 - lp@rs jep ap o o
hsa_miR_28_3p_ 002446 =+ #++%  seve e i3
. @
B hsa_miR_204_000508 ' O AT =
-
hsa_miR_30a_3p_000416 | e | @
hsa_miR_145_002278 . weoowe (@ 3
hsa_miR_19b_000396 B (X ' I
hsa_miR_143_002249 i 'l* |
Low

—0.010-0.008-0.006-0.004-0.002 0.000 0.002 0.004 0.006
SHAP value (impact on model output)

Figure 2: SHAP value for the LightGBM model.

Values below 0 on the X axis tend to be healthy individual, and values above 0 tend
to be AD individual. The red color indicates the higher fold-change value of the
mMiRNA and the blue color indicates the lower value. The features are presented in
decrescent order of importance for the model. A) Dataset GSE212558,
ID:200212558 (GEO); B) Dataset GSE212623, I1D:200212623 (GEO).
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Identification of studies via databases and registers

Records  identiied  from
databases:
& Pubmed (n=252); Cochrane Records removed hefore
£ (n=14), EMBASE (n=258); screening
% Cinahl  (n=138). Scompus — Duplicate records removed (n
": {F"I:B-‘-'\ls}: Web of Science - g13}
& (n=355); Gray literature (110);
= Manual Seach (n=267)
S, Total Registers (n =2060 )
Records screened
(n=1.147)
Reports excluded: Studies with animal models and in vitro
il (n=145), reviews. systematic reviews, meta-analyses and
editorials (n=197), intervention studies and observational studies
_ that did not quantfy miRNAS or bioinformatics studies (n=67),
> Reparls sougntfor retrieval — & | studies with absence of control group or not performed with CSF
2 (n=179) (n=156), Absence of full text, study not related to the population
g - with Alzheimer's (n=247), Duplicates identified later (n=136)
: '
w
Reports assessed for eligibility Reports excluded: Studies with animal models and in vitro (n=
(n = 24) — | 1), reviews, systematic reviews and meta-analyses (n= 8),
intervention studies and observational studies that did not
quantify miRNAs (n= 25), studies with no control group (n = 8),
studies carried out in materials other than CSF (n= 111), siudies
conducted on patients with familial AD (1), and Refracted article
(1)
3 - o
g Studies included in review
3 (n=24)

Figure 3: Flowchart of the literature search and the study selection process.
According to The PRISMA 2020 statement: an updated guideline for reporting

systematic reviews (Page et al., 2021).
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Figure 4: Network of transcript gene interactions and lolipop of enriched pathways between the microRNA targets. A. In blue the
microRNAs and in pink all their possible targets, genes which also appear on the enriched pathways are highlighted. B. Lolipop of

groups of enrichment pathways present in at least four miRNA enrichments. Intensity of red represents -log of the adjusted p value

and circle radius represents the number of target genes present in that pathway.
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D1 Comparison between groups

D2 Combination between groups

D3 Case and control identification criteria

D4 Exposure factor measured in a standard, valid and reliable way
DS Exposure factor measured in the same way between groups

D6 Identification of confounding factors

D7 Strategies for dealing with confounders

D8 Outcomes evaluated in a standard, valid and reli

ble way for cases
and controls
D9 Long exposure period to be significant

D10 Use of appropriate statistical analysis

Figure 1S: Evaluation of studies through the JBI Critical Appraisal Checklist for Case

Control Studies.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A DA ¢é uma condicdo que afeta a memodria, 0 pensamento e o
comportamento. Para melhorar o diagndstico, tratamento e monitoramento da
doenca, é importante caracterizar e compreender sua fisiopatologia. Os miRNAs tém
sido objeto de estudo devido ao seu papel como reguladores da expressao génica, e
tém sido associados a diversas condicfes fisiolégicas e patologicas especificas.
Sabe-se que os miRNAs podem ser detectados em fluidos corporais como o plasma,
soro e LCR e tém sido considerados como biomarcadores sensiveis. Dessa forma,
os miRNAs poderiam identificar pacientes no estagio inicial da DA.

Nossa revisdo sistematica e andlise de vias usando a abordagem de
aprendizado de maquina demonstrou sete miRNAs (miRNA-19b-3p, miRNA-28-3p,
MiRNA-30a-3p, miRNA143-3p, miRNA-145-3p, miRNA-193a-5p and miRNA-1274a)
diferencialmente expressos no LCR de pacientes diagnosticados com DA quando
comparados ao grupo controle. Além disso, foram identificadas quatro vias de
sinalizacdo associadas a esses miRNAs: resposta ao dano de DNA dependente de
ATM, sinalizacdo ERBB, sinalizacdo MAPK e sinalizacdo TGF-BETA.

Esses miRNAs estdo envolvidos em processos celulares relacionados a
neuroprotecdo, regulacdo da resposta inflamatoria e modificacdo de vias de
sinalizacdo. O miRNA-19b-3p esta associado ao desempenho cognitivo e pode ter
um efeito protetor contra a lesdo induzida por B-amiloide na DA. O miRNA-30a-3p,
por sua vez, atua como um neuroprotetor e regula o gene BECLIN-1,
desempenhando um papel importante na regulacdo da morte celular e na
sobrevivéncia de células relacionadas a DA. Além disso, observou-se uma maior
expressdo do miRNA-143-3p no sangue de pacientes com DA em comparagao com
individuos do grupo controle. No entanto, ndo esta bem estabelecido seu papel na
DA.

Foi demostrada menor expressdo do miRNA-28 com pacientes com DA
guando comparado com pacientes saudaveis. Entretanto outro estudo demostrou
gue niveis diminuidos de miRNA-28 estavam associados a melhora dos sintomas de
pacientes com DA. A expressdao do miRNA-28 na DA é controversa, foi demostrada

menor expressdo do miRNA-28 em pacientes com DA quando comparado com
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pacientes saudaveis. Entretanto, outro estudo demostrou que niveis diminuidos de
MiRNA-28 estavam associados a melhora dos sintomas de pacientes com DA. Na
DA, o miRNA-145 foi associado a interleucina 16 (IL-16). A DA é uma doenca
inflamatéria e estudos mostram uma relacdo entre polimorfismos genéticos
relacionados a IL-16 e o aumento do risco de DA. Existem poucas informacdes
disponiveis sobre o miRNA-193a-5p na DA, entretanto, um estudo com células
mononucleares de pacientes com DA revelou niveis mais baixos desse miRNA em
comparacdo aos pacientes controle. Da mesma forma, o miRNA-1274a possui
pouca relacdo documentada com a doenca. Sendo assim, Sd0 necessarios outros
estudos para compreender o papel desses miRNAs na fisiopatologia da DA. No
entanto, conforme sugerido no modelo de algoritmo proposto no presente estudo,

esses MiRNAs podem ser bons marcadores quando combinados.

Uma das vias identificadas foi a do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), o qual desempenha um papel importante na formacdo de
agregados de AB e emaranhados neurofibrilares na DA. A ativacdo do EGFR esta
relacionada a hiperfosforilacdo da proteina tau e a perda de memaria. A inibicao
dessa via pode prevenir esses efeitos e melhorar a plasticidade neural. Ja a via de
sinalizacdo MAPK, especialmente a proteina quinase ativada por mitdgeno P38
(MAPK P38), esta envolvida em processos inflamatérios, neurotoxicidade,
neuroinflamacédo e disfuncéo sinaptica relacionados a DA. A ativacao da via leva a
hiperfosforilagdo da proteina tau e a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, que
causa neuroinflamacao e desestabilizacdo do citoesqueleto. Estudos mostram que
os niveis de MAPK P38 estdo aumentados em cérebros de pacientes com DA,
especialmente em estagios iniciais, e sua ativacdo estd correlacionada com a
progressdo da doenca. A inibicio da MAPK P38 pode ser uma abordagem
neuroprotetora para o tratamento da DA, reduzindo a neuroinflamacéao e melhorando

a plasticidade sinaptica.

O TGF-B é uma citocina anti-inflamatéria que desempenha um papel
importante na regulacdo da inflamacao e na saude do cérebro. Na DA, a funcéo do
TGF-B pode ser comprometida, levando a problemas como degeneracao celular,
inflamacédo e disfuncdo metabdlica. Estudos mostraram que pacientes com DA tém
niveis mais altos de TGF-B em comparacdo com individuos saudaveis. Essas

descobertas destacam a importancia do TGF-B na patologia da DA. A via de
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resposta ao dano do DNA dependente de ATM desempenha papel importante na
regulacdo do estresse celular, integridade gendmica, inflamagdo e homeostase
celular. Véarios genes nessa via estdo associados a progressao da DA, deposicdo
neurofibrilar e modulacdo de processos neurodegenerativos.

Em sintese, os miRNAs diferencialmente expressos e suas vias de
sinalizacdo associadas apresentam-se como promissores candidatos para entender
e abordar a DA. No entanto, o papel especifico de cada miRNA requer investigacdes
adicionais para esclarecer seus mecanismos e potenciais terapéuticos. A funcéo
exata desses miRNAs e vias identificadas no trabalho na fisiopatologia da DA carece
de elucidacédo e demanda estudos adicionais. A complexidade dessas moléculas é
evidenciada pelas associacfes contraditorias, como observado com o miRNA-28.
Apesar disso, como sugerido pelo modelo de algoritmo proposto, a combinacao
desses mMiRNAs pode representar uma abordagem promissora. Ademais, a
identificacdo de vias de sinalizacdo cruciais, como o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), a sinalizagcdo MAPK e o papel do TGF-B, oferece
direcdes concretas para terapias neuroprotetoras e intervencdes mais eficazes no
tratamento da DA. A abordagem combinada desses biomarcadores e vias de
sinalizacdo pode oferecer uma visdo mais completa da fisiopatologia da DA e,
consequentemente, abrir caminhos para estratégias diagnosticas e terapéuticas

mais eficazes.
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. PERSPECTIVAS

Realizacdo de estudos similares com a populacdo de risco para o
desenvolvimento da DA.

Realizacao de estudos similares em diferentes estagios da DA, como o grupo
com comprometimento cognitivo leve (CCL), e/ou com grupos que possuem
diferentes tipos de deméncias.

Validacdo dos miRNAs encontrados como biomarcadores de DA.
Embasamento para a exploracdo das intervencdes terapéuticas que visam
melhorar o funcionamento das vias que estdo desreguladas na DA.

Inclusdo e investigacdo de novas vias que estao relacionadas com a doenca,
além das que sao tradicionalmente relacionadas.

Realizacdo de estudos longitudinais, com finalidade de acompanhar a
expressdo dos mMIRNAs em pacientes com risco elevado de DA e/ou

pacientes com DA que foram submetidos a algum tipo de intervencéao.
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APENDICE B - Material suplementar do artigo.

Supplementary material 1 — Search strategy

CENTRAL or COCHRANE

Alzheimer Disease OR Alzheimer Dementia OR Alzheimer Dementias OR Dementia, Alzheimer OR Alzheimer's Disease OR
Dementia, Senile OR Senile Dementia OR Dementia, Alzheimer Type OR Alzheimer Type Dementia OR Alzheimer-Type Dementia
(ATD) OR Alzheimer Type Dementia (ATD) OR Dementia, Alzheimer-Type (ATD) OR Alzheimer Type Senile Dementia OR Primary
Senile Degenerative Dementia OR Dementia, Primary Senile Degenerative OR Alzheimer Sclerosis OR Sclerosis, Alzheimer OR
Alzheimer Syndrome OR Alzheimer's Diseases OR Alzheimer Diseases OR Alzheimers Diseases OR Senile Dementia, Alzheimer
Type OR Acute Confusional Senile Dementia OR Senile Dementia, Acute Confusional OR Dementia, Presenile OR Presenile
Dementia OR Alzheimer Disease, Late Onset OR Late Onset Alzheimer Disease OR Alzheimer's Disease, Focal Onset OR Focal
Onset Alzheimer's Disease OR Familial Alzheimer Disease (FAD) OR Alzheimer Disease, Familial (FAD) OR Familial Alzheimer
Diseases (FAD) OR Alzheimer Disease, Early Onset OR Early Onset Alzheimer Disease OR Presenile Alzheimer Dementia in Title
Abstract Keyword AND MicroRNAs OR MicroRNA OR miRNAs OR Micro RNA OR RNA, Micro OR miRNA OR Primary MicroRNA
OR MicroRNA, Primary OR Primary miRNA OR miRNA, Primary OR pri-miRNA OR pri miRNA OR RNA, Small Temporal OR
Temporal RNA, Small OR stRNA OR Small Temporal RNA OR pre-miRNA OR pre miRNA in Title Abstract Keyword - (Word
variations have been searched)

PUBMED/MEDLINE

(((("Adult"[Mesh]) OR (Adult[Title/Abstract] OR Adults[Title/Abstract])) OR (("Aged'[Mesh]) OR (Aged[Title/Abstract] OR
Elderly[Title/Abstract]))) AND (("Alzheimer Disease"'[Mesh]) OR (Alzheimer Disease[Title/Abstract) OR Alzheimer
Dementia[Title/Abstract] OR Alzheimer Dementias[Title/Abstractf OR Dementia, Alzheimer[Title/Abstract] OR Alzheimer's
Disease[Title/Abstract] OR Dementia, Senile[Title/Abstract] OR Senile Dementia[Title/Abstract] OR Dementia, Alzheimer
Type[Title/Abstract] OR Alzheimer Type Dementia[Title/Abstract] OR Alzheimer-Type Dementia (ATD[Title/Abstract]) OR Alzheimer
Type Dementia (ATDJ[Title/Abstract])) OR Dementia, Alzheimer-Type (ATDI[Title/Abstract]) OR Alzheimer Type Senile
Dementia[Title/Abstractf OR Primary Senile Degenerative Dementia[Title/Abstract] OR Dementia, Primary Senile
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Degenerative[Title/Abstract] OR Alzheimer Sclerosis[Title/Abstract] OR Sclerosis, Alzheimer[Title/Abstract] OR Alzheimer
Syndrome[Title/Abstract] OR Alzheimer's Diseases[Title/Abstractf OR Alzheimer Diseases[Title/Abstract] OR Alzheimers
Diseases[Title/Abstract] OR Senile Dementia, Alzheimer Type[Title/Abstract] OR Acute Confusional Senile Dementia[Title/Abstract]
OR Senile Dementia, Acute Confusional[Title/Abstractf OR Dementia, Presenile[Title/Abstractf OR Presenile
Dementia[Title/Abstract] OR Alzheimer Disease, Late Onset[Title/Abstract] OR Late Onset Alzheimer Disease|[Title/Abstract] OR
Alzheimer's Disease, Focal Onset[Title/Abstract] OR Focal Onset Alzheimer's Disease[Title/Abstract] OR Familial Alzheimer
Disease (FAD[Title/Abstract]) OR Alzheimer Disease, Familial (FAD[Title/Abstract])) OR Familial Alzheimer Diseases
(FAD[Title/Abstract]) OR Alzheimer Disease, Early Onset[Title/Abstract] OR Early Onset Alzheimer Disease[Title/Abstract] OR
Presenile  Alzheimer  Dementia[Title/Abstract]))) AND  (("MicroRNAs"[Mesh]) OR  (MicroRNAsJ[Title/Abstract] OR
MicroRNA[Title/Abstract] OR miRNAs[Title/Abstract] OR Micro RNA[Title/Abstractf OR RNA, Micro[Title/Abstract] OR
mMiRNA[Title/Abstract] OR  Primary  MicroRNA[Title/Abstractf OR  MicroRNA, Primary[Title/Abstractf OR  Primary
mMiRNA[Title/Abstract] OR miRNA, Primary[Title/Abstract] OR pri-miRNA[Title/Abstract] OR pri miRNA[Title/Abstract] OR RNA,
Small Temporal[Title/Abstract] OR Temporal RNA, Small[Title/Abstract] OR stRNA[Title/Abstractf OR Small Temporal
RNA[Title/Abstract] OR pre-miRNA[Title/Abstract] OR pre miRNA[Title/Abstract]))

EMBASE

(‘adult/exp OR 'adult’ OR ‘adults'/exp OR 'adults’ OR 'grown-ups’/exp OR 'grown-ups' OR ‘grownup'/exp OR ‘grownup’ OR
‘aged'/exp OR 'aged' OR 'aged pacient’' OR 'aged people'/exp OR 'aged people’ OR ((‘faged/exp OR aged) AND people) OR 'aged
subject'/exp OR 'aged subject’ OR ‘elderly'/exp OR 'elderly’ OR ‘elderly pacient' OR 'elderly people'/exp OR ‘elderly people’ OR
‘elderly person'/exp OR ‘elderly person' OR 'elderly subject’/exp OR ‘elderly subject’ OR 'senior citizen'/exp OR 'senior citizen' OR
'senior’) AND (‘alzheimer disease’ OR ‘'alzheimer dementia’ OR 'alzheimer dementias’ OR ‘dementia, alzheimer' OR 'alzheimers
disease' OR 'dementia, senile’ OR 'senile dementia’ OR 'dementia, alzheimer type' OR ‘'alzheimer-type dementia’ OR 'alzheimer
type dementia’ OR 'dementia, alzheimer-type' OR 'alzheimer type senile dementia’ OR 'primary senile degenerative dementia’ OR
‘dementia, primary senile degenerative' OR 'alzheimer sclerosis' OR 'sclerosis, alzheimer' OR ‘alzheimer syndrome' OR 'alzheimer
diseases' OR 'alzheimers diseases' OR 'senile dementia, alzheimer type' OR 'acute confusional senile dementia’ OR 'senile
dementia, acute confusional' OR 'dementia, presenile’ OR 'presenile dementia’ OR ‘'alzheimer disease, late onset' OR 'late onset
alzheimer disease' OR 'alzheimers disease, focal onset' OR 'focal onset alzheimers disease' OR ‘familial alzheimer disease’ OR
‘alzheimer disease, familial' OR ‘familial alzheimer diseases' OR 'alzheimer disease, early onset' OR 'early onset alzheimer disease’
OR 'presenile alzheimer dementia’) AND (‘micrornas’ OR 'microrna’ OR 'mirnas’ OR 'micro rna’ OR 'rna, micro' OR 'mirna’ OR
‘primary microrna’ OR 'microrna, primary' OR 'primary mirna’ OR 'mirna, primary' OR 'pri-mirna’ OR 'pri mirna’ OR 'rna, small
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temporal’ OR 'temporal rna, small' OR 'strna’ OR 'small temporal rna’ OR 'pre-mirna’ OR 'pre mirna’) AND ([embase]/lim OR
[pubmed-not-medline]/lim)

CINAHL

(TX Adult OR Adults OR aged OR elderly) AND (TX Alzheimer Disease OR Alzheimer Dementia OR Alzheimer Dementias OR
Dementia, Alzheimer OR Alzheimer's Disease OR Dementia, Senile OR Senile Dementia OR Dementia, Alzheimer Type OR
Alzheimer Type Dementia OR Alzheimer-Type Dementia (ATD) OR Alzheimer Type Dementia (ATD) OR Dementia, Alzheimer-
Type (ATD) OR Alzheimer Type Senile Dementia OR Primary Senile Degenerative Dementia OR Dementia, Primary Senile
Degenerative OR Alzheimer Sclerosis OR Sclerosis, Alzheimer OR Alzheimer Syndrome OR Alzheimer's Diseases OR Alzheimer
Diseases OR Alzheimers Diseases OR Senile Dementia, Alzheimer Type OR Acute Confusional Senile Dementia OR Senile
Dementia, Acute Confusional OR Dementia, Presenile OR Presenile Dementia OR Alzheimer Disease, Late Onset OR Late Onset
Alzheimer Disease OR Alzheimer's Disease, Focal Onset OR Focal Onset Alzheimer's Disease OR Familial Alzheimer Disease
(FAD) OR Alzheimer Disease, Familial (FAD) OR Familial Alzheimer Diseases (FAD) OR Alzheimer Disease, Early Onset OR Early
Onset Alzheimer Disease OR Presenile Alzheimer Dementia) AND (TX MicroRNAs OR MicroRNA OR miRNAs OR Micro RNA OR
RNA, Micro OR miRNA OR Primary MicroRNA OR MicroRNA, Primary OR Primary miRNA OR miRNA, Primary OR pri-miRNA OR
pri mMiIRNA OR RNA, Small Temporal OR Temporal RNA, Small OR stRNA OR Small Temporal RNA OR pre-miRNA OR pre
MiRNA)

SCOPUS

TITLE-ABS-KEY ( ( "MicroRNAs" ) OR ( "MicroRNA") OR ( "miRNAs") OR ( "Micro RNA") OR ( "RNA, Micro") OR (
"MmiRNA" ) OR ( "Primary MicroRNA") OR ( "MicroRNA, Primary") OR ( "Primary miRNA") OR ( "miRNA, Primary") OR (
"pri-miRNA" ) OR ("pri miRNA") OR ( "RNA, Small Temporal*) OR ("Temporal RNA, Small*) OR ( "stRNA") OR ( "Small
Temporal RNA" ) OR ( "pre-miRNA") OR ( "pre miRNA" ) ) TITLE-ABS-KEY ( ( "Alzheimer Disease" ) OR ( "Alzheimer
Dementia") OR ("Alzheimer Dementias") OR ( "Dementia, Alzheimer") OR ( "Alzheimer's Disease") OR ( "Dementia, Senile"
) OR ( "Senile Dementia" ) OR ( "Dementia, Alzheimer Type" ) OR ( "Alzheimer Type Dementia”) OR ( "Alzheimer-Type
Dementia ") OR ( "Alzheimer Type Dementia") OR ( "Dementia, Alzheimer-Type ") OR ( "Alzheimer Type Senile Dementia" )
OR ( "Primary Senile Degenerative Dementia”) OR ( "Dementia, Primary Senile Degenerative" ) OR ( "Alzheimer Sclerosis" )
OR ("Sclerosis, Alzheimer") OR ( "Alzheimer Syndrome" ) OR ( "Alzheimer's Diseases") OR ( "Alzheimer Diseases") OR (
"Alzheimers Diseases" ) OR ( "Senile Dementia, Alzheimer Type" ) OR ( "Acute Confusional Senile Dementia”) OR ( "Senile

Dementia, Acute Confusional" ) OR ( "Dementia, Presenile" ) OR ( "Presenile Dementia" ) OR ( "Alzheimer Disease, Late
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Onset" ) OR ( "Late Onset Alzheimer Disease" ) OR ( "Alzheimer's Disease, Focal Onset" ) OR ( "Focal Onset Alzheimer's
Disease") OR ( "Familial Alzheimer Disease ") OR ( "Alzheimer Disease, Familial ") OR ( "Familial Alzheimer Diseases ") OR
( "Alzheimer Disease, Early Onset") OR ( "Early Onset Alzheimer Disease” ) OR ( "Presenile Alzheimer Dementia" ) ) AND
TITLE-ABS-KEY ( ("Adult") OR ("Adults") OR ("Aged") OR ("Elderly"))

WEB OF SCIENCE

Alzheimer Disease OR Alzheimer Dementia OR Alzheimer Dementias OR Dementia, Alzheimer OR Alzheimer's Disease OR
Dementia, Senile OR Senile Dementia OR Dementia, Alzheimer Type OR Alzheimer Type Dementia OR Alzheimer-Type Dementia
(ATD) OR Alzheimer Type Dementia (ATD) OR Dementia, Alzheimer-Type (ATD) OR Alzheimer Type Senile Dementia OR Primary
Senile Degenerative Dementia OR Dementia, Primary Senile Degenerative OR Alzheimer Sclerosis OR Sclerosis, Alzheimer OR
Alzheimer Syndrome OR Alzheimer's Diseases OR Alzheimer Diseases OR Alzheimers Diseases OR Senile Dementia, Alzheimer
Type OR Acute Confusional Senile Dementia OR Senile Dementia, Acute Confusional OR Dementia, Presenile OR Presenile
Dementia OR Alzheimer Disease, Late Onset OR Late Onset Alzheimer Disease OR Alzheimer's Disease, Focal Onset OR Focal
Onset Alzheimer's Disease OR Familial Alzheimer Disease (FAD) OR Alzheimer Disease, Familial (FAD) OR Familial Alzheimer
Diseases (FAD) OR Alzheimer Disease, Early Onset OR Early Onset Alzheimer Disease OR Presenile Alzheimer Dementia in Title
Abstract Keyword AND MicroRNAs OR MicroRNA OR miRNAs OR Micro RNA OR RNA, Micro OR miRNA OR Primary MicroRNA
OR MicroRNA, Primary OR Primary miRNA OR miRNA, Primary OR pri-miRNA OR pri miRNA OR RNA, Small Temporal OR
Temporal RNA, Small OR stRNA OR Small Temporal RNA OR pre-miRNA OR pre miRNA in Title Abstract Keyword - (Word
variations have been searched)

SEARCH MANUAL

Article ID

Differential expression of microRNAs in Alzheimer’s disease brain, blood and cerebrospinal fluid: a systematic review and meta-
analysis

Systematic Review of miRNA as Biomarkers in Alzheimer’s Disease

Diagnostic Value of microRNA for Alzheimer's Disease: A Systematic Review and Meta-Analysis
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Supplementary material 2 — GeoDataSets

DA x Healthy

123

TLDA miRNA Screen for Candidate AD Biomarkers in CSF from Living Donors
(1)

Validation Study for Candidate AD miRNA Biomarkers in Human CSF (2)

GSE212558 (DAxcontrol)

GSE212623 (DAxcontrol)

ID adj.P. | P.val |t B logFC | miRNA_ID ID adj.P. | P.val |t B logFC | miRNA_ID
Val ue Val ue
hsa-miR-106b- 0.921 | 0.676 | - - - hsa-miR- hsa-miR-125b- 0.912 | 0.647 | - - - hsa-miR-
000442 03 0.419 | 5.6 | 0.368 | 106b-5p 000449 0.459 | 4.6 | 0.200 | 125b-5p
1 2 9 32 2 73
hsa-miR-125b- 0.264 | 0.034 | 21.38 | - 11.71 | hsa-miR- hsa-miR-1290- 0.99 0.87 | - - - hsa-miR-
000449 8 3|36 3 | 125b-5p 002863 0.163 | 4.6 | 0.062 | 1290
9 79 3 82
hsa-miR-1274A- 0.678 | 0.321 | - - - hsa-miR-142-3p- 0.993 | 0.993 | - - - hsa-miR-
002883 04 0.997 | 5.2 | 0.408 000464 0.008 | 4.6 | 0.003 | 142-3p
6 8 38 3 13
hsa-miR-1274B- 0.502 | 0.185 - - - hsa-miR-143- 0.971 | 0.824 | - - - hsa-miR-
002884 99 13.31 | 4.9 | 0.521 002249 0.223 | 4.6 | 0.094 | 143-3p
211 5 4 3 29
hsa-miR-1290- 0.678 | 0.326 | - - - hsa-miR- hsa-miR-145- 0.912 | 0.515 | - - - hsa-miR-
002863 39 0.986 | 5.2 | 0.430 | 1290 002278 0.653 | 4.6 | 0.259 | 145-5p
7 8 61 2 43
hsa-miR-1291- 0.153 | 0.005 - - - | hsa-miR- hsa-miR-146a- 0.912 | 0.449 | - - - hsa-miR-
002838 68 28.23 | 2.2 | 12.42 | 1291 000468 0.758 | 4.6 | 0.330 | 146a-5p
4|6 9 6 1 2
hsa-miR-133a- 0.432 | 0.131 - - - hsa-miR- hsa-miR-146b- 0.993 | 0.919 | - - - hsa-miR-
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002246 19 15.21 | 4.6 | 0.788 | 133a-3p 001097 0.101 | 4.6 | 0.046 | 146b-5p
2|7 2 69 3 18
hsa-miR-146a- 0.264 | 0.048 | 19.92 | - 0.899 | hsa-miR- hsa-miR-15b- 0.912 | 0.382 | 0.876 | - 0.234 | hsa-miR-
000468 9 5({39 |8 146a-5p 000390 92 46 | 11 15b-5p
5
hsa-miR-146b- 0.316 | 0.081 | 1.757 | - 0.986 | hsa-miR- hsa-miR-16- 0.912 | 0.722 | - - - hsa-miR-16-
001097 81 43 |6 146b-5p 000391 0.356 | 4.6 | 0.149 | 5p
4 01 3 28
hsa-miR-151-3p- | 0.922 | 0.853 | - - - hsa-miR- hsa-miR-193a-5p- | 0.788 | 0.109 - - - hsa-miR-
002254 42 0.185 | 5.6 | 0.121 | 151a-3p 002281 161.2 | 4.5 | 0.568 | 193a-5p
2 9 9 88 | 4 21
hsa-miR-152- 0.657 | 0.267 | 11.14 | - 0.581 | hsa-miR-152- hsa-miR-195- 0.912 | 0.688 | - - - hsa-miR-
000475 57 5(51 |7 3p 000494 0.401 | 4.6 | 0.095 | 195-5p
5 94 3 09
hsa-miR-16- 0.264 | 0.045 | 20.27 | - 0.998 | hsa-miR-16- hsa-miR-19b- 0.788 | 0.216 - - - hsa-miR-
000391 13 5/38 |1 S5p 000396 124.2 | 4.5 | 0.480 | 19b-3p
9 47 | 8 56
hsa-miR-19b-1#- | 0.921 | 0.707 | 0.375 | - 0.17 | hsa-miR-19b- hsa-miR-204- 0.993 | 0.957 | 0.053 | - 0.023 | hsa-miR-
002425 8 8 5.6 1-5p 000508 56 4.6 | 46 204-5p
4 3
hsa-miR-203- 0.921 | 0.608 | - - - hsa-miR- hsa-miR-223- 0.788 | 0.192 - - - hsa-miR-
000507 14 0.514 | 5.5 | 0.277 | 203a-3p 002295 131.0 | 4.5 | 0.324 | 223-3p
3 8 1 36 |7 36
hsa-miR-204- 0.921 | 0.810 | - - - hsa-miR-204- hsa-miR-24- 0.993 | 0.982 | 0.022 | - 0.009 | hsa-miR-24-
000508 23 0.240 | 5.6 | 0.103 | 5p 000402 47 4.6 |2 3p
7 8 8 3
hsa-miR-25- 0.928 | 0.893 | - - - hsa-miR-25- hsa-miR-28-3p- 0.788 | 0.263 - - - hsa-miR-28-
000403 8 0.133 | 5.6 | 0.172 | 3p 002446 112.5 | 4.5 | 0.430 | 3p
8 9 4 12 |9 97
hsa-miR-26b- 0.242 | 0.017 | 24.05 | - 11.65 | hsa-miR-26b- hsa-miR-29a- 0.912 | 0.622 | - - - hsa-miR-
000407 9 2|31 1|5p 002112 0.494 | 4.6 | 0.196 | 29a-3p
8 53 2 8

124




125

hsa-miR-27a- 0.921 | 0.818 | 0.229 | - 0.130 | hsa-miR-27a- hsa-miR-30a-3p- 0.788 | 0.219 - |- - hsa-miR-
000408 73 8 56 |7 3p 000416 123.5| 4.5 | 0.463 | 30a-3p
8 46 | 8 32
hsa-miR-29a- 0.285 | 0.063 | 18.76 | - 0.765 | hsa-miR-29a- hsa-miR-30e-3p- 0.788 | 0.174 | 136.8 | - 0.360 | hsa-miR-
002112 28 9141 |8 3p 000422 25145 |33 30e-3p
5 7
hsa-miR-30a-5p- | 0.921 | 0.671 | 0.425 | - 0.189 | hsa-miR-30a- hsa-miR-328- 0.912 | 0.693 | - - - hsa-miR-
000417 46 3 56 |5 S5p 000543 0.396 | 4.6 | 0.172 | 328-3p
2 08 3 65
hsa-miR-30b- 0.946 | 0.946 | - - - hsa-miR-30b- hsa-miR-331- 0.912 | 0.669 | - - - hsa-miR-
000602 48 0.067 | 5.7 | 0.031 | 5p 000545 0.428 | 4.6 | 0.137 | 331-3p
3 4 86 3 23
hsa-miR-30c- 0.921 | 0.815 | - - - hsa-miR-30c- hsa-miR-365- 0.912 | 0.649 | 0.456 | - 0.170 | hsa-miR-
000419 81 0.233 | 5.6 | 0.109 | 5p 001020 1 46 | 76 365a-3p
5 8 5 2
hsa-miR-335- 0.921 | 0.600 | 0.525 | - 0.263 | hsa-miR-335- hsa-miR-378- 0.788 | 0.21 -] - - hsa-miR-
000546 25 6 55 |2 S5p 002243 126.1 | 4.5 | 0.558 | 378a-3p
8 028 92
hsa-miR-338-5P- | 0.921 | 0.510 | 0.661 | - 0.336 | hsa-miR-338- hsa-miR-484- 0.788 | 0.263 -] - - hsa-miR-484
002658 08 55 |3 S5p 001821 112.5| 4.5 | 0.438
1 39 |9 85
hsa-miR-601- 0.432 | 0.143 | 14.72 | - 0.922 | hsa-miR-601 hsa-miR-532- 0.912 | 0.516 | - - - hsa-miR-
001558 87 5147 |2 001518 0.650 | 4.6 | 0.260 | 532-5p
4 77 2 71
hsa-miR-624- 0.921 | 0.778 | - - - hsa-miR-624- hsa-miR-574-3p- 0.912 | 0.384 | - - - hsa-miR-
001557 39 0.282 | 5.6 | 0.148 | 5p 002349 0.874 | 4.6 | 0.387 | 574-3p
1 7 9 26 17
hsa-miR-645- 0.921 | 0.661 | - - hsa-miR-645 hsa-miR-584- 0.788 | 0.144 - - - hsa-miR-
001597 53 0.439 | 5.6 | 0.194 001624 146.9 | 4.5 | 0.518 | 584-5p
1 1 32 |6 76
hsa-miR-597- 0.788 | 0.201 - - - hsa-miR-
001551 128.3 | 4.5 | 0.412 | 597-5p
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99 | 7 71
hsa-miR-638- 0.912 | 0.746 | - - - hsa-miR-638
001582 0.324 | 4.6 | 0.100

08 3 56
hsa-miR-92a- 0.912 | 0.744 | - - - hsa-miR-
000431 0.326 | 4.6 | 0.112 | 92a-3p

73 3 33
mmu-miR-140- 0.912 | 0.523 | 0.640 | - 0.249 | hsa-miR-
001187 54 4.6 | 98 140-5p

2
rno-miR-422b- 0.788 | 0.204 - - - has-miR-
001314 127.5 | 4.5 | 0.515 | 378a-3p

55| 7 23
U6 snRNA-001973 | 0.912 | 0.549 | 0.600 | - 0.300

97 46 |55

2

Supplementary material 3 — JBI Critical Appraisal Checklist for Case Control

Studies
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JBI Critical Appraisal Checklist for Case Control Studies Yes No
1 | Were the groups comparable other than the presence of disease in cases or the absence +1 0
of disease in controls?
2 | Were cases and controls matched appropriately? +1 0
3 | Were the same criteria used for identification of cases and controls? +1 0
4 | Was exposure measured in a standard, valid and reliable way? +1 0
5 | Was exposure measured in the same way for cases and controls? +1 0
6 | Were confounding factors identified? -1 +2
7 | Were strategies to deal with confounding factors stated? If not the previous answer: | If not the previous
0 answer: 0
If yes to previous answer: If not the previous
+2 answer: -1
8 | Were outcomes assessed in a standard, valid and reliable way for cases and controls? +1 0
9 | Was the exposure period of interest long enough to be meaningful? +1 0
10 | Was appropriate statistical analysis used? +1 0
Study identification JBI Critical Appraisal Checklist for Case Control Studies Score
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Supplementary material 4 — miRNAs differentially expressed in AD patients

compared to controls.
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First miRNAs Up ou down Fold change Valor de p
author regulated? DA x
control
Alexandrov miR-9; miR- All up Uninformed miRNA-9 (<0,01); miRNA-125b (<0,01); miRNA-
etal., 2012 125b; miR- 146a ( <0,01); miRNA-155 (<0,01); miRNA-34a
146a; miR-155 (<0,05); miRNA-128 (<0,05)
miR-34a; miR-
128

129




130

Burgos, et
al., 2014

miR-124-3p;
miR-138-5p;
miR- 127-3p;
miR-132-3p;
miR-127-5p;
miR-136-3p;
miR-381; miR-
101-5p; miR-
199b-5p; miR-
136-5p; miR-
184; miR-181a-
5p; miR-598;
miR-218-5p;
miR-9-3p; miR-
769-5p; miR-95;
miR-760; miR-
181a-3p; miR-
181b-5p; miR-
488-3p; miR-
495; miR-708-
3p; miR-874;
miR-873-5p;
miR-129-5p;
miR-181d; miR-
139-5p; miR-
3200-3p; miR-
431-3p1.3; miR-
9-5p; miR-326;
miR-377-5p 3;
miR-433 1; miR-

All Down

miR-124-3p (-1.56); miR-138-5p (-1.46);
miR- 127-3p (-1.17); miR-132-3p (-0.89);
miR-127-5p (-1.15); miR-136-3p (-1.02);
miR-381 (-1.14); miR-101-5p (-0.92); miR-
199b-5p (-1.22); miR-136-5p (-0.91); miR-
184 (-0.97); miR-181a-5p (-0.71); miR-598
(-0.96); miR-218-5p (-0.79); miR-9-3p
(-0.84); miR-769-5p (-0.84); miR-95
(-0.95); miR-760 (-0.88); miR-181a-3p
(-0.74); miR-181b-5p (-0.75); miR-488-3p
(-0.88); miR-495 (-1.07); miR-708-3p
(-0.84); miR-874 (-0.75); miR-873-5p
(-0.81); miR-129-5p (-0.84); miR-181d
(-0.72); miR-139-5p (-0.84); miR-3200-3p
(-0.75); miR-431-3p1.3 (-0.91); miR-9-5p
(-0.75); miR-326 (-0.76); miR-377-5p 3
(-0.81); miR-433 1 (-0.85); miR-323a-3p
(-0.73); miR-134 (-0.7); miR-329 3 (-0.83);
miR-10a-5p 1 (-0.84); miR-33b-5p (-0.74);
miR-410 (-0.71); miR-708-5p (-0.78).

miR-124-3p (7.15X10 (-07)); miR-138-5p (8.54X10
(-07)); miR- 127-3p1.2 (1.92X10 (-05)); miR-132-
3p (1.92X10 (-05)); miR-127-5p (3.09X10 (-05));
miR-136-3p 1 (3.96X10 (-05)); miR-381 (4.94X10 (-
05)); miR-101-5p 3 (6.72X10 (-05)); miR-199b-5p 3
(6.72X10 (-05)); miR-136-5p (1.91X10 (-04)); miR-
184 2 (2.69X10 (-04)); miR-181a-5p (3.57X10 (-
04)); miR-598 (4.15X10 (-04)); miR-218-5p
(4.93X10 (-04)); miR-9-3p (4.95X10 (-04)); miR-
769-5p (6.20X10 (-04)); miR-95 3 (6.20X10 (-04));
miR-760 (8.46X10 (-04)); miR-181a-3p (1.01X10 (-
03)); miR-181b-5p (1.01X10 (-03)); miR-488-3p 3
(1.01X10 (-03)); miR-495 3 (1.01X10 (-03)); miR-
708-3p (1.01X10 (-03)); miR-874 (1.01X10 (-03));
miR-873-5p (1.48X10 (-03)); miR-129-5p (1.65X10
(-03)); miR-181d (1.89X10 (-03)); miR-139-5p
(1.96X10 (-03)); miR-3200-3p (2.77X10 (-03));
miR- 431-3p1.3 (3.72X10 (-03)); miR-9-5p
(4.97X10 (-03)); miR-326 (5.18X10 (-03)); miR-
377-5p 3 (6.87X10 (-03)); miR-433 1 (7.77X10 (-
03)); miR-323a-3p (8.53X10 (-03)); miR-134
(8.98X10 (-03)); miR-329 3 (8.98X10 (-03)); miR-
10a-5p 1 (1.16X10 (-02)); miR-33b-5p (1.24X10 (-
02)); miR-410 (1.47X10 (-02)); miR-708-5p
(1.51X10 (-02))
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323a-3p; miR-

134; miR-329 3;

miR-10a-5p 1;

miR-33b-5p;
miR-410; miR-
708-5p
Cheng et mi R-125b; mi Up Uninformed Uninformed
al., 2018 R-132
Dangla- miR-125b; miR- All up miR-125b (1,51); miR-222 (1,52)
Valls, et al., 222 miR-125b (0,040); miR-222 (0,006)
2017
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Denk et al., miR-1274a; Up: miR-3622b-3p; Uninformed p<0,05
2015 miR-146a; miR- miR-296; miR-
100; miR-505- 146a; miR-100;
5p; miR-4467; miR-505-5p; miR-
miR-766; miR- | 4467; miR-766: up;
375; miR-708; Down: miR-375;
miR-3622b-3p; miR-708; miR-
miR-296; miR- 1274A; miR-219;
219; miR-103 miR-103
Denk et al., | miR-24-3p; miR- Uninformed p<0,001
2018 99b-5p; miR- All up
124-3p; miR-
125a-5p; miR-
223-3p; miR-
15a-5p; miR-
140-3p; miR-
30a-5p; miR-
30e-5p; miR-22-
3p
Derkow et let-7b; let-7e All up Uninformed Uninformed
al., 2018
Frigerio et miR-27a-3p Down Uninformed 0,008
al., 2013
Guietal,, miR-1; miR- Up: miR-132-5p; miR-16-2 (-0.83); miR-331-5p (-0.61); miR-16-2 (0.0136); miR-331-5p (0.0404); miR-
2015 103a; miR-22; miR-485-5p: miR- miR-132-5p (0.12); miR-485-5p (1.39); 132-5p (0.0188); miR-485-5p (0.0269); miR-136-
miR-29; miR- 29c; Down: miR- miR-136-3p (-0.12); miR-29c (-0.47) 3p (0.0133); miR-29c (0.0436)
30b; miR-16-2; | 16-2; miR-331-5p;
miR-26a; miR- miR-136-3p
331-5p; miR-

153; miR-374;
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miR-132-5p;
miR-119a; miR-
485-5p; miR-
127-3p; miR-
126; miR-409-
3p; miR-433;
miR-370; let-7g-
3p; miR-151;
miR-28; miR-
301a; miR-873-
3p; miR-136-3p;
miR-19b-3p;
miR-10a-5p;
miR-29c¢
Kiko, et al., | miR-29a; miR- | Up: miR-29a; miR- Uninformed p<0,05
2014 29b; miR-34a; 29b; Down: miR-
miR-125b; miR- 34a, miR125b;
146a miR-146a.
Kim et al., miR-1273g-3p Up Uninformed 0,001
2021
Liu et al., miR-193b Up Uninformed 0.006
2021
Liu and miR-135a Up Uninformed p<0,05
Meng et
al., 2021
Liu and miR-193b Down Uninformed p<0,05
Song et al.,
2014
Liu and miR-135a; miR- All down Uninformed miR-135a (0,015); miR-200b (0,001)
Wang et 200b
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al.,, 2014
Lusardi et miR-378a-3p; Up: miR-378a-3p; miR-378a-3p (<0,01); miR-1291 (0.02); miR-597-
al, 2017 | miR-1291; miR- | miR-1291; miR- | miR-378a-3p (4.06); miR-1291 (1.24); miR- | 5p (0.06); miR-520b (0.03); miR-603 (0.06); miR-
597-5p; miR- | 597-5p; miR-520b; | 597-5p (0.93); miR-143-3p (-2.15); miR- 202-3p (0.07); miR-519b-3p (0.09); miR-484
143-3p; miR- | miR-603; miR-202- | 142-3p (-2.01); miR-328-3p (-1.72); miR- (0.10); miR-584-5p (0.03); miR-145-3p (0.03);
142-3p; miR- 3p; miR-519b-3p; | 193a-5p (-1.52); miR-30a-3p (-1.49); miR- | miR-24-3p (<0,01); miR-532-5p (0.03); miR-28-3p
328-3p; miR- miR-484 19b-3p (-1.34); miR-30d-5p (-1.28); miR- (0.09); miR-146b-5p (0.07); miR-27b-3p (0.09);
193a-5p; miR- | Down: miR-584-5p | 340-5p (-1.26); miR-140-5p (-1.24); miR- miR-331-3p (0.08); miR-145-5p (0.06); miR-590-
30a-3p; miR- ; miR-145-3p ; 125b-5p (-1.17); miR-26b-5p (-1.17); miR- 5p (0.06); miR-365a-3p (0.04); miR-143-3p
196-3p; miR- miR-24-3p ; miR- 16-5p (-1.00); miR-146a-5p (-0.90); miR- (<0,01); miR-142-3p (<0,01); miR-328-3p (0.01);
30d-5p; miR- 532-5p ; miR-28- 29a-3p (-0.77); miR-195-5p (-0.75); miR- | miR-193a-5p (<0,01); miR-30a-3p (0.06); miR-19b-
340-5p; miR- 3p; miR-146b-5p; 15b-5p (-0.71); miR-223-3p (-0.66); miR- | 3p(0.03); miR-30d-5p (0.04); miR-340-5p (<0,01);
140-5p; miR- miR-27b-3p; miR- 520b (1.86); miR-603 (1.22); miR-202-3p | miR-140-5p (0.02); miR-125b-5p (0.02); miR-26b-
125b-5p; miR- 331-3p; miR-145- (1.13); miR-519b-3p (1.09); miR-484 5p (0.06); miR-16-5p (0.12); miR-146a-5p (0.10);
125b-5p; miR- 5p; miR-590-5p; (0.48); miR-584-5p (-4.12); miR-145-3p miR-29a-3p (0.07); miR-195-5p (0.05); miR-15b-
26b-5p; miR-16- | miR-365a-3p; miR- (-1.71); miR-24-3p (-1.54); miR-532-5p 5p (0.05); miR-223-3p (<0,01)
5p; miR-146a- 143-3p; miR-142- (-1.21); miR-28-3p (-0.99); miR-146b-5p
5p; miR-29a-3p; | 3p; miR-328-3p; (-0.99); miR-27b-3p (-0.85); miR-331-3p
miR-195-5p; miR-193a-5p; miR- | (-0.83); miR-145-5p (-0.42); miR-590-5p
miR-15b-5p; 30a-3p; miR-19b- (-0.33); miR-365a-3p (-0.29)
miR-233-3p; 3p; miR-30d-5p;
miR-520b; miR- | miR-340-5p; miR-
603; miR-202- | 140-5p; miR-125b-
3p; miR-519b- 5p; miR-26b-5p;
3p; miR-484; miR-16-5p; miR-
miR- 584-5p; 146a-5p; miR-29a-
miR-145-3p; 3p; miR-195-5p;
miR-24-3p; miR- | miR-15b-5p; miR-

532-5p; miR-28-

223-3p
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3p; miR-146b-
5p; miR-27b-3p;
miR-331-3p;
miR-145-5p;
miR-590-5p;
miR-365a-3p

McKeever
etal., 2018

miR-144-3p;
miR-191-5p;
miR-320a; miR-
451a; miR-486-
5p; miR-619-3p;
miR-16-5p; miR-
125-5p; miR-
451a; miR-605-
5p

Up: miR-125-5p;
miR-125-5p;
Down: miR-605-

5p; miR-451a; miR-

16-5p; miR-4513;
miR-605-5p

Uninformed

p <0,05

Muller et
al., 2016

miR-29a; miR-
125b

All up-regulated

Uninformed

miR-29a (0.0001); miR-125b (0,025)

Muller et
al., 2014

miR-16; miR-
146a

All down-regulated

Uninformed

NI

Riancho et
al., 2017

miR-877-5p;
miR 264; miR-
206; miR-20a-
5p; miR-9-5p;
miR-491-5p;

miR-320a; miR-

All down

Uninformed

miR-9-5p (0.001); miR-598 (p < 0.001)
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126-5p; miR-
150-5p; miR-
509-3p; miR-
26a-5p; miR-
141-3p; miR-
598; miR-188-
5p; miR-134

Sandau et
al., 2020

miR-142-3p;
miR-146b-5p;
miR-146a-5p;
miR-365a-3p;
miR-193a-5p

All down

miR-142-3p (0.74); miR-146b-5p (0.67);
miR-146a-5p(0.72); miR-365a-3p (0.43);
miR193a-5p (0.70)

Uninformed

Wang et
al., 2020

miR-433

Down

Uninformed

<0,001

Sandau et
al., 2022

let-7d-5p; miR-
100-5p; miR-16-
5p; miR-331-3p;
miR-378a-5p;
miR-378e; miR-
409-3p; miR-
454-3p

All up

let-7d-5p (1,60); miR-100-5p (2,33); miR-
16-5p (2,12); miR-331-3p (2,21); miR-
378a-5p (1,57); miR-378e (1,65); miR-409-
3p (2,55); miR-454-3p (2,70)

let-7d-5p (0,0219); miR-100-5p (0,0351); miR-16-
5p (0,0099); miR-331-3p (0,0036); miR-378a-5p
(0,0319); miR-378e (0,0394); miR-409-3p
(0,0026); miR-454-3p (0,0009)

Jiaetal,
2022

miR-29¢-5p,

miR-143-3p,
miR-335-5p;
miR-485-5p;
miR-138-5p e
miR-342-3p

Up: miR-29¢-5p;

miR-143-3p; miR-

335-5p; miR-485-

5p; Down: miR-

138-5p; miR-342-
3p

Uninformed

<0.05
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Up: upregulated in AD x control; Down: downregulated in AD x control.
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Supplementary material 5 — Pathway enrichment

You can find the table containing the pathway enrichment for each miRNA at the
following link: https://drive.google.com/file/d/1yxqU9IsyRRCGBcpOFUrnkrbqCkuFqv-
W /view?usp=sharing
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