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Resumo

Milhées de artigos cientificos estdo disponiveis em plataformas online, e a cada dia
milhares de novos trabalhos séo publicados. Ler todos esses trabalhos € humanamente
impossivel para pesquisadores individualmente. Algoritmos de mineragdo de texto
associados a computagao cognitiva, como o IBM Watson for Drug Discovery, s&o
capazes de ler toda a literatura biomédica e produzir redes de conhecimento contendo
conexdes entre termos como genes, doengas e drogas. A Medicina de Redes utiliza
redes complexas para compreender como as doengas se relacionam por meio dos
genes associados a elas. Milhares de artigos sobre as bases moleculares de doengas
neuropsiquiatricas e inflamatérias crénicas existem na literatura. No entanto, ainda ha
aspectos pouco compreendidos e muitas das drogas existentes sdo pouco eficazes.
Neste trabalho, redes de conhecimento sobre genes, doengas e drogas obtidas pelo
Watson for Drug Discovery foram analisadas por uma abordagem de Medicina de
Redes para (1) avaliar a evolugdo do conhecimento sobre doengas neuropsiquiatricas,
inflamatdrias e infecciosas nos ultimos 30 anos, (2) compreender os principais
mecanismos moleculares de doengas neuropsiquiatricas e inflamatoérias crénicas e (3)
encontrar drogas com potencial de reposicionamento para uso em doengas

neuropsiquiatricas e inflamatdrias crénicas.

Palavras-chave: mineracdo de texto, Watson for Drug Discovery, Medicina de Redes,
doencas neuropsiquiatricas, doencas inflamatérias cronicas, reposicionamento de

drogas.



Abstract

Millions of scientific articles are available on online platforms, and thousands of new
papers are published every day. Reading all these studies is humanly impossible for the
individual researcher. Text mining algorithms associated with cognitive computing such
as IBM Watson for Drug Discovery are able to read through the biomedical literature
and produce knowledge networks containing known connections between terms such
as genes, diseases and drugs. Network Medicine uses complex networks to understand
how diseases are related through the genes they share. Neuropsychiatric and chronic
inflammatory diseases are widely studied and thousands of articles on the molecular
basis of these diseases exist in the literature. However, there are still many aspects of
these disorders that are not fully understood, and existing drug treatments are often
ineffective. Here, knowledge networks of genes, diseases and drugs obtained with
Watson for Drug Discovery were analyzed using a Network Medicine framework to (1)
evaluate the evolution of knowledge of genes and biological processes related to
neuropsychiatric, inflammatory and infectious diseases in the last 30 years, (2)
understand the main molecular mechanisms of neuropsychiatric and chronic
inflammatory diseases and (3) find drugs already used for other diseases that have the
potential to be repositioned for use in neuropsychiatric and chronic inflammatory

diseases.

Key words: text mining, Watson for Drug Discovery, Network Medicine, neuropsychiatric

diseases, chronic inflammatory diseases, drug repositioning
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1. Introdugao geral
1.1 Coletando os pontos

1.1.1 Literatura cientifica

Milhares de artigos cientificos sdo publicados diariamente e disponibilizados em
bases de dados online. Somente na area das ciéncias biomédicas, mais de 30 milhdes
de artigos estado disponiveis e podem ser acessados na plataforma PubMed. Como o
incremento da literatura cientifica ocorre de forma exponencial, manter-se atualizado
sobre qualquer &area do conhecimento torna-se uma tarefa impossivel para
pesquisadores do ponto de vista individual. Este fato cria um desafio para o futuro da
ciéncia: como sera possivel desenvolver conhecimento novo, se nao formos capazes
de compreender tudo que ja sabemos hoje? Para que o conhecimento cientifico
acumulado nos milhdées de artigos ja publicados, e nos que estdo por vir, possa ser
plenamente usufruido e transformado em mais conhecimento, n&o sera mais possivel

contar apenas com pessoas lendo e curando artigos cientificos individualmente.

1.1.2. Mineragao de texto e computagao cognitiva

Uma solugdo para o problema da exorbitante quantidade de artigos e a
impossibilidade de se ler todos eles € o uso de tecnologias computacionais que
substituem a leitura humana dos textos cientificos por programas de computador
capazes de extrair conhecimento da literatura. Ferramentas de mineragao de texto sédo
capazes de ler milhares de linhas de texto por segundo e extrair delas apenas o que é

relevante (YEH; HIRSCHMAN; MORGAN, 2003). Em geral, esses algoritmos buscam


http://sciwheel.com/work/citation?ids=4323131&pre=&suf=&sa=0
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por padrdes previamente determinados, como palavras-chave ou termos de interesse,
em textos ndo estruturados (e.g. artigos, livros e teses de doutorado escritos por
humanos) e capturam conhecimento realizando tarefas como sumarizagao,
recuperacdo de informacdes e extracdo de relagdes (ZHENG et al., 2019). E possivel
ainda associar a mineragédo de texto estratégias de computagdo cognitiva para tornar
os algoritmos de leitura mais proximos do processo de leitura realizado por seres
humanos. A computagao cognitiva utiliza inteligéncia artificial para que computadores
aprendam a realizar e aprimorar tarefas de processamento de informacdo de maneira
semelhante a humana (ZHU et al., 2020).

Nesse cenario, o pesquisador deixa de atuar como decodificador primario da
informacgdo e passa a agir como curador de alto nivel da informagao extraida pelos
algoritmos (SOWE; ZETTSU, 2014). Uma vez que um computador tenha compilado o
conhecimento contido em artigos cientificos de forma organizada e acessivel, é
possivel enxergar conexdes entre conceitos, fatos e ideias nunca antes vistas devido
as limitacdes humanas de processamento da informacdo cientifica disponivel.
Recentemente, um algoritmo de mineragdo de texto associado a inteligéncia artificial
pioneiro foi capaz de detectar conhecimento latente na literatura da ciéncia de materiais
que indicava a potencial aplicacdo funcional de alguns materiais anos antes da sua
descoberta por pesquisadores humanos (TSHITOYAN et al.,, 2019) ja que toda a
informagado necessaria para a invengao ja estava presente na literatura. Bastava que os

pontos fossem descobertos, conectados e interpretados.
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1.1.3. Watson for Drug Discovery

Enquanto seres humanos esbarram em suas limitacbes para processar dados,
computadores ainda ndo parecem ter atingido um teto que limite suas funcionalidades
(MARKQV, 2014). No entanto, existem diferencas significativas na capacidade de
processamento e analise de dados que podem ser feitas por computadores domésticos
em comparagdo a grandes servidores dotados de multiplos clusters otimizados. A
ferramenta de mineragéo de texto baseada em computagéo cognitiva Watson for Drug
Discovery (WDD) dispde de todo o poder computacional do supercomputador IBM
Watson para detectar relagdes confiaveis entre genes, drogas e doencgas presentes na
literatura biomédica (MARTIN et al., 2018).

Para realizar essa tarefa, o WDD conta com um dicionario de conceitos e termos
oriundos de diferentes campos de pesquisa biomédica. Para construir esse dicionario,
o WDD leu toda a literatura biomédica e aprendeu, por meio de inteligéncia artificial,
quais termos sao sindbnimos neste universo. Um exemplo € a consolidacido do nome de
genes realizada pelo WDD em suas buscas. Como existem multiplas bases de nomes
e simbolos de genes (ENSEMBL, HAVANA, HUGO, GeneCards, etc), bem como de
seus produtos proteicos (UniProt, SwissProt, PDB, etc), é fundamental que todos os
possiveis nomes de um mesmo gene/produto proteico sejam reconhecidos como uma
entidade unica, de forma que toda a informacao pertinente aquela entidade possa ser
analisada em conjunto. O mesmo é feito pelo WDD para nomes de doengas e drogas.

Com isso, o WDD unifica a linguagem heterogénea e desestruturada utilizada pelos
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seres humanos na literatura biomédica em uma ontologia bem organizada e acessivel
tanto a pessoas quanto a outros algoritmos de computador.

O WDD funciona a partir de buscas por termos de interesse - nomes de genes,
drogas e doengas - fornecidos pelo usuario. O WDD, entdo, recupera as instadncias em
que os termos buscados se encontram conectados a outros termos de interesse na
literatura biomédica. O WDD busca essas relagdes em resumos do
PubMed/MEDLINE, artigos do PMC Open Access, patentes da base de patentes dos
Estados Unidos e até em registros clinicos de hospitais. Por exemplo, ao se buscar por
“‘Alzheimer’s disease” (doenga de Alzheimer), o WDD encontra todas as ocorréncias
desse termo (e seus sindbnimos aprendidos) nos documentos e identifica genes, drogas
e outras doengas que estejam textualmente associados a ele. O algoritmo também
procura por elementos textuais que conectem semanticamente os termos, como
preposi¢coes, verbos e conectivos (MARTIN et al., 2018). A partir destes elementos
semanticos e do numero de documentos em que cada relacdo é observada, uma
pontuacido de confianca € estabelecida e uma lista ranqueada das conexdes entre os
termos de interesse é oferecida como resultado. O WDD também fornece os PMIDs e
PMCIDs dos documentos nos quais cada relagcao pode ser encontrada, o que permite a
curadoria manual dos resultados. A partir das conexdes fornecidas pelo WDD é
possivel construir redes de conhecimento e, a partir delas, realizar analises baseadas

em ciéncia de redes para detectar padroes e fazer predicdes.
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1.2. Conectando os pontos

1.2.1. Ciéncia de redes

A ciéncia de redes € o campo cientifico que estuda as propriedades de redes
complexas (BARABASI, 2016), as quais podem ser definidas como grafos (entidades
conectadas entre si) com caracteristicas topoldgicas nao triviais (JINHU LU et al., 2013)
(Fig. 01A). Redes biologicas normalmente configuram-se como redes complexas
(BARABASI; GULBAHCE; LOSCALZO, 2011; GOH et al., 2007). Algumas das
propriedades de redes complexas que sdo estudados pela ciéncia de redes sdo o
numero de nds (entidades) que compdem a rede, a quantidade e caracteristicas das
conexdes feitas por cada nd, o surgimento de comunidades (mddulos) e a existéncia de
noés mais influentes na rede (n6s centrais x nos periféricos) (VAIRACHILAI;, DEVI;
RAJA, 2017). Dentre as propriedades de redes complexas que foram avaliadas no
contexto desse trabalho, destacam-se o grau (Fig. 01B) e a modularidade (Fig. 01C). O
grau de um né consiste no numero, absoluto ou relativo, de conexdes que aquele né
realiza na rede. N6s mais centrais sdo, em geral, aqueles que possuem maior grau.
Estes nés mantém a conectividade da rede devido a sua presenca frequente nos
caminhos que conectam os demais nos do grafo. A modularidade mede se a rede
possui grupos de nés (modulos) que estdo mais conectados entre si do que com o0s
restantes (BLONDEL et al., 2008). Mdédulos em redes biolégicas costumam refletir
entidades funcionalmente associadas e nos centrais nessas redes, em geral, sao
componentes importantes dos processos relacionados a rede (BARABASI;

GULBAHCE; LOSCALZO, 2011).
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Figura 01. Redes complexas e suas propriedades. A. Exemplo de rede complexa B.
Rede complexa com realce para nés com altos valores de grau (vermelho e amarelo),
ou seja, altamente conectados na rede. C. Rede complexa com realce para modulos de

nos que se conectam mais entre si do que com os demais nos da rede.
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1.2.2. Medicina de Redes

A Medicina de Redes (BARABASI; GULBAHCE; LOSCALZO, 2011) é um campo
emergente que combina a biologia de sistemas e a ciéncia de redes. Essa abordagem
pode ser aplicada para a compreensdo dos mecanismos de doengas, do
funcionamento de drogas e também para extrair e produzir conhecimento a partir das
interagcdes entre entidades biomédicas em redes como aquelas obtidas a partir do
Watson for Drug Discovery.

A ideia central da Medicina de Redes é a de que fendtipos sdo fruto de
complexas interagdes entre genes e seus produtos, e ndo da agao individual e isolada
de genes especificos. Para explorar essas conexdes, sao produzidas redes complexas
que capturam niveis distintos de interagdes entre os elementos moleculares, celulares
e sistémicos que compdem a biologia de doengas ou fendmenos bioldégicos complexos.
Genes essenciais a vida, por exemplo, possuem uma centralidade alta em redes de
interacdo génica, o que explica sua importancia: remover esses genes pode
desconectar a rede de tal forma que ela perca sua estrutura topoldgica e deixe de
funcionar corretamente (BARABASI; GULBAHCE; LOSCALZO, 2011). Ja genes
associados a doencgas, apesar de possuirem centralidade menor em relagdo a genes
essenciais, normalmente se agrupam em modulos e sado funcionalmente préximos
(GOH et al., 2007). Além disso, doengas que compartilham caracteristicas clinicas
também compartilham genes e apresentam mddulos de doenga que se sobrepde em

redes de interagéo de proteinas (BARABASI; GULBAHCE; LOSCALZO, 2011).
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1.3. Extrapolando os pontos

1.3.1. Medicina de Redes aplicada a redes de conhecimento

Informacdes obtidas a partir de mineracdo de texto massiva podem ser
estruturadas em formato de redes de conhecimento (BAI et al., 2016); (ZHAO et al.,
2017) e analisadas por meio de métodos da Medicina de Redes. A organizagao de
dados da literatura em redes permite a deteccédo de padroes emergentes resultantes da
propria conectividade de seus elementos, como hubs, modulos e topologia (DWORKIN;
SHINOHARA; BASSETT, 2019; GOSAK et al.,, 2018). Além disso, o0 uso de redes
facilita a visualizagcdo e interpretagao das informacdes coletadas na literatura pelos
pesquisadores. Redes de conhecimento tém sido utilizadas para melhorar a taxonomia
de doencas (KRISHNAN, 2015; US NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2011),
encontrar relagdes implicitas entre conceitos biomédicos (BAIl et al., 2016), para
priorizagao de genes relacionados a doengas (KIMMEL; VISWESWARAN, 2013) e para
o reposicionamento de drogas (MAYERS et al., 2019).

Neste trabalho, foram aplicadas abordagens de Medicina de Redes utilizando
dados obtidos com o Watson for Drug Discovery para (1) avaliar a evolugdo do
conhecimento a respeito de genes e processos bioldgicos relacionados a doengas
neuropsiquiatricas, inflamatérias e infecciosas nos ultimos 30 anos, (2) compreender os
principais mecanismos moleculares de doencas neuropsiquiatricas e inflamatérias
cronicas e (3) encontrar drogas ja utilizadas para outras doencgas que tenham potencial

de reposicionamento para uso em doencas neuropsiquiatricas e inflamatdrias cronicas.
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2. Objetivo geral

Organizar e interpretar o conhecimento cientifico sobre genes e drogas
relacionados a doengas neuroldgicas e psiquiatricas e as doengas inflamatérias
cronicas e infecciosas utilizando uma abordagem de Medicina de Redes para
compreender a evolucdo do conhecimento e desvendar os mecanismos moleculares
envolvidos nessas doencas e encontrar potenciais drogas candidatas para

reposicionamento.
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3. Capitulo 1 - Evolugao do conhecimento sobre genes relacionados a doengas

neuropsiquiatricas, inflamatérias e infecciosas.

3.1. Introducgao

Dentre os mais de 30 milhdes de artigos disponiveis na literatura biomédica,
muitos se dedicam a descrever e caracterizar a relagdo de genes e seus produtos
proteicos a doengas. ApoOs o inicio da era gendémica (LANDER et al., 2001); (VENTER
et al.,, 2001) e do surgimento de tecnologias de sequenciamento massivo paralelo de
DNA (MARGULIES et al., 2005), o conhecimento sobre genes relacionados a doengas
aumentou significativamente. No entanto, as caracteristicas genéticas de muitas
doengas permanecem pouco compreendidas até hoje, o que afeta também a
capacidade de se desenvolver tratamentos adequados para essas doengas.

Um dos mais importantes avangos permitidos pelo incremento do conhecimento
sobre genes relacionados a doengas foi a descoberta de que muitas enfermidades
aparentemente nao relacionadas compartilham relagdes com genes e proteinas e, por
consequéncia, possuem mecanismos em comum. Atualmente, sabe-se que doencgas
psiquiatricas e neurolégicas possuem mecanismos relacionados a processos
imunolégicos, como inflamagdo (DEGAN et al., 2018; YUAN et al., 2019). O estudo da
relagdo entre a microbiota intestinal e o sistema imune humano também tem revelado
conexdes surpreendentes entre os microrganismos que habitam os sistema digestivo e
doengas como alergias e obesidade (MILLIKEN; ALLEN; LAMONT, 2019), autismo

(KANG et al., 2019) e doenga de Parkinson (CAPUTI; GIRON, 2018). A relagao de
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infeccbes com doengas como cancer (MAZZA, 2010) e deméncia (ANCES; ELLIS,
2007) também ja sdo amplamente reconhecidas.

Apesar de algumas dessas relagbes estarem sendo consolidadas somente hoje,
muitos dos pontos conectados agora ja estavam presentes na literatura cientifica ha
anos. Desde os anos 80, o papel do sistema imune em doencas psiquiatricas vem
sendo investigado (NEMEROFF et al., 1985; ROOS; DAVIS; MELTZER, 1985). A
relagdo da microbiota intestinal com disturbios imunes tem sido descrita desde os anos
1970 com a proposigao da hipétese da higiene (STIEMSMA et al., 2015). No entanto, a
relagdo dos microrganismos entéricos com disturbios comportamentais e psiquiatricos
€ muito mais recente, como € o caso da evidéncia de que transplante de microbiota
fecal de pessoas saudaveis para pessoas com autismo é capaz de reduzir sintomas de
agressividade e agitagdo nos receptores (KANG et al., 2019).

Umas das funcionalidades do Watson for Drug Discovery é a busca por
interagcbes entre genes e doengas na literatura estabelecidas em periodos temporais
especificos. Dessa forma, € possivel, por exemplo, encontrar relagdes presentes em
artigos publicados apenas na década de 1990 ou em qualquer outro intervalo desejado.
Com isso, pode-se analisar como o conhecimento sobre genes e doengas evoluiu ao
longo dos anos na literatura biomédica.

Portanto, neste capitulo foi estudada a evolugdo do conhecimento sobre genes
relacionados a doencas neuropsiquiatricas, inflamatérias e infecciosas na literatura
biomédica de 1990 a 2018. Foram utilizadas redes de conhecimento anuais obtidas

pelo WDD e analisadas por meio da abordagem de Medicina de Redes.
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3.2. Objetivos especificos

- Selecionar doencas neuropsiquiatricas, inflamatérias e infecciosas para analise de
evolucdo do conhecimento;

- Obter relagdes entre genes e as doengas selecionadas presentes na literatura
biomédica de 1990 a 2018;

- Construir redes de conhecimento anuais sobre as relagdes obtidas;

- Analisar a evolugdo do conhecimento sobre o conjunto de genes associados as
doencgas selecionadas;

- Analisar a evolugdo do conhecimento sobre processos biolégicos associados as
doencas selecionadas;

- Analisar a evolugdo do conhecimento sobre genes hubs compartilhados pelas

doencgas selecionadas.
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3.3. Metodologia

3.3.1. Selegao de doengas

Foram selecionados 9 disturbios neuropsiquiatricos, 27 doencas inflamatorias
cronicas e 63 doencas infecciosas para este estudo (Tabela 01). A escolha dos
disturbios neuropsiquiatricos foi feita com base na prevaléncia dessas enfermidades e
da sua relevancia clinica. O mesmo critério foi utilizado para as doencas inflamatdrias
crénicas, mas também foram incluidas doengas menos prevalentes e relevantes. Para
as doencgas infecciosas, foram também selecionadas infecgdes prevalentes causadas
pelos principais grupos de organismos causadores de doencgas: bactérias, virus,

protozoarios e helmintos.
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Doencas inflamatérias

SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS
ANGIITIDES

GRANULOMATOSIS WITH POLYANGIITIS

SJOGREN'S SYNDROME
ASEPTIC NECROSIS OF BONE
CHRONIC ULCERATIVE COLITIS
ARTHRITIS

AGE RELATED OSTEOPOROSIS
CROHN'S DISEASE

KAWASAKI DISEASE
POLYCYTHEMIA

PSORIASIS

SARCOIDOSIS

SCLERODERMA

ACTIVE RHEUMATIC FEVER

ACUTE GOUT

BEHCET SYNDROME

ANKYLOSING SPONDYLARTHRITIDES

ANTI PHOSPHOLIPID ANTIBODY SYNDROME
LYME DISEASE

COGAN SYNDROME

FIBROMYALGIA

BONE PAGET DISEASE

AORTIC ARCH SYNDROME

BONE INFECTION

ALLERGIC ANGIITIDES

HENOCH-SCHONLEIN PURPURA

Doencas infecciosas

YERSINIA INFECTION

GIARDIASES

HERPES ZOSTER

DISEASE DUE TO ROTAVIRUS
BACILLARY DYSENTERY

MEASLES

DISEASE DUE TO TRICHOMONADIDAE

AFRICAN SLEEPING SICKNESSES
DISEASE CAUSED BY RICKETTSIAE
PCP

WEST NILE VIRAL INFECTION
BRUCELLOSIS

ZIKA VIRUS DISEASE

HERPES

RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS INFECTILISTERIA INFECTION

HELICOBACTER PYLORI INFECTION
CANDIDA INFECTION
CHIKUNGUNYA FEVER

GERMAN MEASLES

ANTHRAX

FASCIOLIASES

HEPATITIS A

SYPHILIS

CHLAMYDIA INFECTION
CRYPTOSPORIDIOSES

AMERICAN TRYPANOSOMIASIS
DERMATOPHYTOSIS

FUNGUS DISEASE

E COLI INFECTION
LEISHMANIASES

SMALLPOX

ANGUILLULIASES

INFECTION DUE TO TOXOCARA
ASPERGILLOSES

HUMAN PAPILLOMA VIRUS INFECTION

BABESIA PARASITE INFECTIONS
NECROTIZING FASCIITIDES
LEPTOSPIROSIS

STREPTOCOCCAL INFECTION
ANCYLOSTOMIASES

DISEASE DUE TO SUPERFAMILY FILARIOIDEA
ENTOMOPHTHORAMYCOSES
AMOEBIC DYSENTERY
COCCIDIOIDES IMMITIS INFECTIONS
HISTOPLASMOSES

ANISAKIASES

INFECTION BY PARAGONIMUS

Doencas neuropsiquiatricas

ALZHEIMER DISEASE
SCHIZOPHRENIA
PARKINSON'S DISEASE

AUTISM
HUNTINGTON DISEASE
DEMENTIA

DEPRESSION
ANXIETY DISORDER
BIPOLAR AFFECTIVE PSYCHOSIS

Tabela 01. Doengas infecciosas, inflamatérias e neuropsiquiatricas utilizadas para

buscas no WDD e analises de evolugao do conhecimento.
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3.3.2. Construgao das redes de conhecimento

As buscas no Watson for Drug Discovery foram feitas a partir da interface web
do programa. E possivel fazer buscas individuais ou em grupos de até 100 termos.
Para cada busca, obtém-se um arquivo contendo as relagdes encontradas entre os
termos buscados e termos encontrados na literatura biomédica, bem como a pontuagao
associada a cada relagdo, o numero de documentos em que a relagao foi encontrada e
os identificadores individuais dos documentos onde cada associacao foi encontrada. A
Tabela 02 contém um exemplo parcial de um arquivo de saida do WDD que foi utilizado
neste trabalho.

Em analises preliminares, verificou-se que buscas contendo mais de um termo
retornavam menos relacdes para cada termo do que buscas realizadas com um uUnico
termo. Ou seja, caso os termos “Autismo”, “Lupus” e “AIDS” fossem buscados juntos, o
arquivo obtido conteria menos relagdes para cada uma das doengas do que se cada
uma fosse procurado separadamente. Portanto, foram realizadas buscas
independentes no WDD para cada uma das doengas/disturbios selecionados (Tabela
01) e para os periodos de anos escolhidos (1990 a 2018). Ou seja, para cada ano (19
anos), uma busca individual foi feita para cada doenca (99 doencgas), um total de 1881
buscas no WDD. Para cada busca, um documento como aquele ilustrado na Tabela 02
foi obtido e nomeado de acordo com a doenga e ano correspondente (e.g.
autism_1990.csv). As redes obtidas sdo cumulativas, ou seja, a rede de 1990 contém

todo o conhecimento da literatura do inicio dos registros até aquele ano. As demais
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redes incluem também os incrementos realizados em cada ano subsequente, além do
conteudo das redes relativas aos anos anteriores.
Os arquivos obtidos a partir das buscas no WDD foram processados utilizando

cédigos em linguagem R (https://github.com/luxeredias/wdd_knowledge evolution.qgit).

Relagbes entre genes e doengas com pontuagao de confianga menor que 50 e com
menos de 2 documentos de evidéncia foram removidas. Para cada ano, redes
conectando genes e doengas foram construidas concatenando todos os arquivos do
ano. Portanto, foram produzidos 19 arquivos de rede contendo associagdes entre

genes e doengas e todas as categorias estudadas.


https://github.com/luxeredias/wdd_knowledge_evolution.git
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Source Name

Target name

Confidence

Documents

Document IDs

MAOA
CAT

GRM8

IGF1
HTR1B

GABRB3
HGF
TPH2

SEMASA

EGF

AUTISM
AUTISM

AUTISM

AUTISM
AUTISM

AUTISM
AUTISM
AUTISM

AUTISM

AUTISM

88.07889852412949
82.50553262985987

83.65609646875244

88.16589481454551
83.11048142328565

88.860193668511
86.3737162114995
87.23176980605841

82.86817182414823

86.07550078911206

Medline_28151561,Medline_11920849,Medline_24453887 ,Pmcoa_3885
205,Pmcoa_3987046,Medline_19100789
Medline_15205966,Medline_16766163,Patent_US20120041066,Patent_
W02012024293A2
Medline_17955477 Patent_EP3149211A1,Patent US20160244831,Pate
nt_US20140303243 Patent W02016022324A1,Medline_23275889,Pmc
oa_3516488
Pmcoa_5666738,Patent_US20150224164,Patent_ EP2667715B1, Patent_
W02012102832A1,Patent_EP2667715A1, Patent_US20150197543, Pate
nt_EP2928300A1,Patent_US9708366,Patent_W02014085480A1 Patent
_US20140147491 Patent_US9212204 Medline_19016890 Medline_1798
5266 Medline_28551754 Patent EP2164509A1,Pmcoa_5043261 Patent
_W02008153929A1,Pmcoa_4751644 Patent_US20120128683,Medline_
16904022
Pmcoa_3225082 Medline_19038234 Medline_27439030
Medline_10490705,Pmcoa_4082499,Pmcoa_3733014,Medline_1943057
0,Pmcoa_2678711,Pmcoa_3428055Medline_12491987 Medline_17598
645,Pmcoa_548305,Medline_17230033,Pmcoa_3287113,Pmcoa_39031
07

Pmcoa_5507945 Medline_20029653 Medline_23825437 Pmcoa_279686
5,Pmcoa_3694825,Pmcoa_4167315Medline_17626784
Medline_22698779,Medline_16958027,Pmcoa_1851007 Medline_23992
289 Medline_15768392
Medline_23575222,Pmcoa_2772655,Medline_17028446,Medline_29209
394,Pmcoa_5714732,Pmcoa_3972136,Medline_25313870,Pmcoa_4236
683
Medline_17123472 Medline_17626784 Medline_20544265,Pmcoa_3420
731,Pmcoa_4167315,Pmcoa_5898638,Medline_23645980,Pmcoa_3623
607

Tabela 02. Exemplo parcial de arquivo de saida do WDD contendo relagdes entre

genes e autismo de acordo com documentos obtidos na literatura biomédica. Cada

associagao entre genes (Source name) e autismo (Target name) possui uma pontuagao

(Confidence) baseada no numero de documentos (Documents) em que a relagao é

encontrada e a relevancia semantica da relagdo no texto original (Document IDs), de

acordo com o algoritmo do WDD (MARTIN et al., 2018).


http://sciwheel.com/work/citation?ids=9586691&pre=&suf=&sa=0
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3.3.3. Evolugao do conhecimento sobre genes

O software Gephi (BASTIAN; HEYMANN; JACOMY, 2009) foi utilizado para
visualizacdo das redes de conhecimento obtidas. Para cada ano, uma rede contendo
todas as doengas e genes presentes naquele ano foi construida e representada no
Gephi utilizando o algoritmo de arranjo ForceAtlas2 (JACOMY et al., 2014). Esse
algoritmo agrupa ndés mais conectados entre si na rede e repele nés distantes, o que
tende a enfatizar estruturas modulares em redes complexas (JACOMY et al., 2014). Os
nos relativos a doengas foram coloridos de acordo com a categoria de doencga e nés
relativos a genes foram coloridos de outra cor. Ajustes manuais foram feitos
posteriormente nas redes para melhor visualizagao.

Em seguida, foram analisados o numero de genes associados a cada grupo de
doengas e a cada doenga individualmente a cada ano. Cddigos em R

(https://qithub.com/luxeredias/wdd_knowledge_evolution.git) foram  criados para

analisar os dados e o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016) foi utilizado para produzir
visualizagao dos resultados obtidos. A distribuigdo do niumero de genes associados as
doengas de cada grupo na rede de 2018 foi analisada e representada em grafico do
tipo violin plot. Esse tipo de grafico permite uma visualizagao intuitiva da distribuicdo
dos pontos ao longo do espago amostral. Regides do espago amostral onde ha mais
pontos sdo mais largas em comparagao a regides do espago com menos pontos. O
numero de novos genes adicionados a rede a cada ano associados a cada grupo de
doencas e a cada doenca individualmente também foi analisado. Esses resultados

foram visualizados utilizando graficos do tipo ridge plot, que permitem a comparacao de


http://sciwheel.com/work/citation?ids=9651081&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=148696&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=148696&pre=&suf=&sa=0
https://github.com/luxeredias/wdd_knowledge_evolution.git
http://sciwheel.com/work/citation?ids=2930267&pre=&suf=&sa=0
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séries temporais distintas em paralelo, dando énfase as saliéncias entre elas. Anos em
que houve a adicdo de um maior numero de genes a cada classe de doengas ou a
cada enfermidade individual se destacam dos demais anos e também das curvas do

mesmo ano para outras categorias/doengas.

3.3.4. Evolucgao do conhecimento sobre processos biolégicos

A partir dos genes associados a cada doenga em cada ano, foram realizadas
analises de enriquecimento funcional utilizando a metodologia de analise de
sobrerrepresentacao (ORA) na linguagem R

(https://qithub.com/luxeredias/wdd_knowledge_evolution.git). O pacote clusterProfiler

(YU et al., 2012) foi utilizado para a realizagdo de ORA utilizando vias selecionadas do
Reactome Pathways como referéncia (JASSAL et al., 2020). Foram selecionadas vias
contendo mais de 15 ou menos de 100 genes para remogdo de vias pouco
representativas ou muito redundantes. O clusterProfiler € uma suite de ferramentas de
analise funcional de genes que permite o uso de fungdes prontas para enriquecimento
contra bancos de dado padrdo ou a personalizagdo de fungdes genéricas de
enriquecimento. Neste trabalho, foi utilizada a fungao enricher que recebe uma lista de
nomes de genes e um arquivo de termos funcionais/vias biolégicas e seus genes
associados no mesmo formato que os genes da lista de entrada (e.g. Official Gene
Symbol). Essa fungéo realiza um teste exato de Fisher (FISHER, 1922) para determinar
a significancia estatistica da sobreposicéo entre as listas de termos/vias de referéncia

em relacdo a lista de genes oferecida (i.e. enriquecimento de termos/vias). Vias com


https://github.com/luxeredias/wdd_knowledge_evolution.git
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1509330&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=7763952&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=372079&pre=&suf=&sa=0
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valores de p menores que 0,01 (-logpval > 4,6) foram consideradas enriquecidas
dentre os genes oferecidos. Isso significa que a sobreposi¢cdo dos genes associados a
essas vias com os genes oferecidos para analise foi maior que aquela esperada ao
acaso. A fungao enricher utiliza o conjunto dos genes oferecidos e o conjunto dos
genes associados a todos os termos funcionais como universo.

As 9 doencgas associadas a mais genes na rede de 2018 em cada categoria
foram utilizadas como representativas das suas categorias para as anadlises de
enriquecimento funcional. Os genes associados a cada uma dessas doengas em cada
ano foram submetidos a fungao enricher para analise de ORA e os resultados foram
representados por meio de heatmaps gerados com o pacote ggplot2 (WICKHAM,
2016). Cada heatmap gerado representa em intensidades de cores os valores de
-logsopval do enriquecimento de cada via, em cada doenga ao longo dos anos. Essa
transformacao foi aplicada para que os valores de p possam ser representados em
uma escala linear positiva de acordo com a sua significancia. Assim, valores de p, que
se situam entre 0 e 1 e s&do tdo mais significativos quanto menores forem, sao
transformados em valores positivos de forma inversamente proporcional ao valor
original. Também foi feito o calculo de quantas doencas de cada categoria
apresentaram enriquecimento dos seus genes para as vias selecionadas a cada ano.
Esses resultados foram representados em graficos de linha para cada termo em que o
eixo y representa o numero de doencgas enriquecidas para aquele termo e o eixo x

representa o ano.


http://sciwheel.com/work/citation?ids=2930267&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=2930267&pre=&suf=&sa=0
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3.3.5. Evolugao do conhecimento sobre genes hub

O grau de cada gene na rede de 2018, ou seja, o numero de doengas
associadas a cada gene, foi calculado utilizando o pacote de R igraph (CSARDI,
NEPUSZ, 2006). Genes hub foram aqueles associados com o maior numero de
doengas e a doengas de todos as categorias na rede de 2018. Para os 50 primeiros
genes hub, foi gerado um grafico de Venn para representar o compartilhamento desses
genes entre as categorias de doengas. Os genes hub compartilhados por todas as
categorias de doencas foram selecionados para analise da evolugdo do conhecimento
ao longo dos ultimos 30 anos. Para isso, o numero de doengas de cada categoria
associado a cada um desses genes ao longo do anos foi representado em graficos de
linha para cada um dos genes. Nesses graficos, o eixo x representa o ano e 0 eixoy o
numero de doengas associadas ao gene. Os codigos utilizados para estas analises

estao disponiveis em https://github.com/luxeredias/wdd_knowledge_evolution.git.



http://sciwheel.com/work/citation?ids=9651319&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9651319&pre=&suf=&sa=0
https://github.com/luxeredias/wdd_knowledge_evolution.git
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3.4. Resultados

3.4.1. Evolugao do conhecimento sobre genes

Em 1990, apenas 45 genes estavam conectados na rede de doengas
neuropsiquiatricas, inflamatérias e infecciosas (Fig. 02A). Ja em 2018, um total de 3723
genes ja haviam sido associados a alguma dessas doengas (Fig. 02A e Fig. 03). O
numero de genes associados as diferentes categorias de doengas em 2018 também é
variado (Fig. 02B). As doencgas infecciosa associadas ao maior numero de genes em
2018 foram hepatite B (414 genes), hepatite C (506 genes) e infecgao por HIV (856
genes) (Fig. 02B). No entanto, a maioria das doengas infecciosas (55 das 63 doencas)
se conectam a menos de 100 genes na rede de 2018 (Fig. 02B). As doengas
inflamatorias mais conectadas sdo psoriase (346 genes), lupus sistémico eritematoso
(393 genes) e artrite (490 genes) (Fig. 02B). Na categoria de doencas
neuropsiquiatricas, a doenca de Alzheimer foi mais conectada (657 genes), seguida
pela esquizofrenia (547 genes) e depresséao (402 genes)(Fig. 02B).

Padrées distintos de descoberta de genes foram vistos para as diferentes
categorias de doengas (Fig. 02 C). Um pico proeminente de descoberta de genes
associados a doencgas infecciosas foi observado em 1996 (Fig. 02C). O ano em que
mais genes foram associados doengas inflamatérias foi 2005, ao passo que para
doengas neuropsiquiatricas, 2013 foi o ano com mais genes novos associados (Fig.
02C). De 2010 a 2017, a velocidade de descoberta de novas associagcoes entre genes
e doengas aumentou para as trés categorias de doengas (Fig. 02C e Fig. 03). Os picos

de novas associagdes doenga-gene observados para cada categoria refletem
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aumentos abruptos de relagdes novas sendo descobertas para doencgas especificas
(Fig. 02D). O aumento visto em 1996 para doencas infecciosas pode ser explicado pela
associagao de 154 novos genes a infecgao por HIV (Fig. 02D), o que corresponde a
50% dos genes associados a rede naquele ano. Em 2005, o pico de novas conexdes
visto para doencas inflamatorias diz respeito a novos genes ligados a psoriase (41
genes) e lupus sistémico eritematoso (33 genes) (Fig. 02D). Juntos, esses valores
representam 20% das novas conexdes feitas por todas as doengcas em 2005. Uma
grande quantidade de novos genes (165) foram conectados a doenga de Parkinson em
2013 (Fig. 02D), o que, naquele ano, correspondeu a 17% dos genes recém ligados a

rede.
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Figura 02. Evolucao do conhecimento sobre genes. A. Rede de conhecimento de
genes e doencgas inflamatorias, infecciosas e neuropsiquiatricas de 1990 a 2018.
Doencas estao representadas por nds coloridos (ver cédigo abaixo) e genes estdo em
amarelo claro. B. Distribuicdo do numero de genes associados as doengas das
diferentes categorias em 2018. C. Numero de novos genes adicionados a rede a cada
ano por categoria de doenga. D. NUumero de novos genes adicionados a rede a cada
ano por doengas selecionadas em cada categoria. Coédigo de cores: verde — doengas

infecciosas, laranja — doengas inflamatorias, azul — doengas neuropsiquiatricas.
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Figura 03. Evolucao do numero de associagoes entre genes e doengas na rede.
Numero de genes associados a doencas infecciosas (verde), inflamatdrias (laranja) e
neuropsiquiatricas (azul) de 1990 a 2018. Os resultados sdo cumulativos. O numero de
genes associados a todas as doengas na rede (linha tracejada) € menor que a soma
dos genes associados a cada categoria, pois existem muitos genes compartilhados

entre as categorias.
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3.4.2. Evolugao do conhecimento sobre processos biolégicos

Para o periodo avaliado, 32 vias bioldégicas apresentaram enriquecimento para
0s genes associados as 9 doengas mais conectadas de cada categoria (Fig. 04). Vias
que apresentaram enriquecimento consistente entre as doengas das trés categorias
(vias compartilhadas) ou vias especificas de alguma das categorias foram selecionadas
e apresentadas em detalhes na Figura 06. Dentre as vias selecionadas, encontram-se
fungdes biolégicas chave relacionadas as categorias de doengas. Essas vias foram
relacionadas a resposta a patogenos (e.g.: “interferon gamma signaling” e “cytosolic
sensors of pathogen-associated DNA”), mecanismos de morte celular (e.g.: “death
receptor signaling” e “intrinsic pathway for apoptosis”) e resposta imune inata (e.g.:
“interleukin-6 family signaling” e “chemokine receptors bind chemokines”) (Fig. 05A).
Vias relacionadas a fung¢des neurofisiolégicas (e.g.: “neurotransmitter release cycle”)
apresentaram enriquecimento mais proeminente nos genes associados a doengas
neuropsiquiatricas, enquanto fungdes relacionadas a resposta imune e a patégenos
apresentaram maior enriquecimento dentre as doencas inflamatérias e infecciosas (Fig.
05A). No entanto, também foi possivel observar enriquecimento para fungdes mais
associadas a resposta imune nos genes associados a doengas neuropsiquiatricas
como doenga de Alzheimer, depressdao de doenga de Parkinson (e.g.:
“‘MyD88-independent TLR3/TLR4 cascade” e “interleukin-6 family signaling”) (Fig. 05A).
Por outro lado, vias mais enriquecidas nos genes de doengas neuropsiquiatricas (e.g.:

‘nuclear signaling by ErbB4”) também se mostraram enriquecidas nos genes de
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doencas como infeccdo por HIV, osteoporose relacionada a idade e lupus sistémico
eritematoso (Fig. 05A).

O numero de doengas cujos genes apresentaram enriquecimento para cada
uma das vias selecionadas a cada ano foi analisado (Fig. 05B). Um numero crescente
de doengas infecciosas e inflamatérias apresentou enriquecimento de seus genes para
vias relacionadas a respostas mediadas por patdégenos e inflamacéao (Fig. 05B) desde
0os primeiros anos do periodo (1990-1995). Somente nos ultimos anos (2000-2018),
alguns transtornos neuropsiquiatricos alcangaram o enriquecimento de seus genes
nessas categorias, como doenga de Alzheimer, depressao e esquizofrenia (Fig. 05B). A
morte celular programada ("caspase activation via extrinsic apoptotic signaling") foi
associada aos genes conectados a maioria das doencgas inflamatdrias e infecciosas
desde os primeiros anos do periodo, mas também a disturbios neurodegenerativos
classicos dentro da categoria de transtorno psiquiatrico (doenca de Alzheimer, doenca
de Parkinson e doenga de Huntington) (Fig. 05B). Outras vias que apresentam
enriquecimento em todas as categorias foram "amyloid fiber formation", associada a
esclerodermia e artrite desde meados de 2000, "oxidative stress induced senescence",
principalmente associada a infecgao por HIV, doenca de Alzheimer e artrite desde o
inicio dos anos 1990, e “transcriptional regulation of white adipocyte differentiation”, que

foi enriquecida em todas as categorias desde o final dos anos 1990 (Fig. 04).
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Figura 04. Evolugao do conhecimento sobre fungdes biolégicas (todos os termos
comuns). ORA dos genes associados as 9 doencas mais conectadas em cada
categoria de 1990 a 2018. Os heatmaps apresentam cores com intensidade
proporcional ao valor de -log,,pval do enriquecimento para todos os termos do
Reactome que foram significativos em pelo menos uma doenga de cada categoria em
pelo menos um ano. Coédigo de cores: verde - doengas infecciosas, laranja - doencas

inflamatdrias, azul - transtornos psiquiatricos.
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Figura 05. Evolugao do conhecimento sobre fungées biolégicas. A. ORA dos
genes associados as 9 doencgas mais conectadas em cada categoria de 1990 a 2018.
Cada heatmap representa o valor de -log,,pval do enriquecimento para o termo do
Reactome descrito acima dos painéis para cada ano e doenc¢a. B. Numero de doencgas
em cada categoria cujos genes apresentaram enriquecimento para o termo do
Reactome imediatamente acima em A em cada ano. Cédigo de cores: verde -

doengas infecciosas, laranja - doencgas inflamatorias, azul - doengas neuropsiquiatricas.
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3.4.3. Evolugao do conhecimento sobre genes hub

Dentre os 50 genes mais conectados as doencgas de cada categoria (hubs) na
rede de conhecimento em 2018, 7 foram comuns a todas as categorias: IL6, TNF,
NF-KB, IL8, CCL2, MMP9 e CRP (Fig. 06A). Durante os anos iniciais, os genes IL6
(Fig. 06B) e TNF (Fig. 06C) aumentaram constantemente suas conexdes a doencas
nas trés categorias de doengas. A maioria das doengas neuropsiquiatricas (89% e
100%, respectivamente) e inflamatérias (74% e 78%, respectivamente)
apresentavam-se conectadas a IL6 e TNF em 2018 (Fig. 06B e C). Em contrapartida,
apenas 38% das doengas infecciosas apresentou conexao a IL6 (Fig. 06B) e 65% a
TNF (Fig. 06C). No entanto, esses valores representa um total de 24 e 41 doencas
nessa categoria. O numero de doengas neuropsiquiatricas associadas a NF-KB (Fig.
06D) e IL8 (Fig. 06E) aumentou rapidamente apos 2010. Para as outras categorias de
doencas, o aumento foi mais lento e comegou mais cedo, nos anos 2000 para NF-KB
(Fig. 06D) e nos anos 1990 para IL8 (Fig. 06E). A evolugao do conhecimento sobre os

demais hubs (CCL2, MMP9 e CRP) esta detalhada na Figura 06F-H.
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3.5. Discusséao

Semelhante ao aumento exponencial no numero de artigos publicados na
literatura cientifica visto nas ultimas décadas (FORTUNATO et al., 2018), o numero de
genes ligados a doencas neuropsiquiatricas, inflamatérias e infecciosas também
aumentou consideravelmente nos ultimos trinta anos (Fig. 02A e Fig. 3). Esse rapido
crescimento no conhecimento sobre as bases genéticas dessas doengas pode ser
atribuido diretamente a pelo menos dois marcos historicos: a publicagdo do genoma
humano em 2001 (LANDER et al.,, 2001); (VENTER et al., 2001) e o advento das
tecnologias de nova geracao de sequenciamento de DNA (MARGULIES et al., 2005).

Aumentos pontuais significativos do numero de novos genes associados a
doengas especificas também foram detectados ao longo do periodo analisado aqui. O
pico de novos genes a infecgao pelo HIV em 1996 coincide com o estabelecimento,
naquele ano, da terapia tripla para HIV usando inibidores da transcriptase reversa e
inibidores de protease (HAMMER et al., 1996). Em 2005, ano em que houve um pico
de genes novos ligados a psoriase e lupus sistémico eritematoso, foi descoberta a
linhagem de células Th17 (LANGRISH et al., 2005). Essas células inflamatérias do
sistema imune adaptativo tém papel central na patogénese de doengas autoimunes
(ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2014). De fato, dentre os genes adicionados a rede
em 2005 e conectados a psoriase e ao lupus sistémico eritematoso, estdo incluidos
genes essenciais para a diferenciagdo e manutencao do fendétipo Th17 em linfocitos T

CD4+ como IL17F, IL21, receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama
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(PPARG) e proteina de ligacdo a acidos graxos 5 (FABPS) (HWANG, 2010);
(NALBANT; ESKIER, 2016).

O compartilhamento de genes entre as diferentes categorias de doengas, que se
reflete na sobreposigédo de fungdes bioldgicas enriquecidas entre as classes, evidencia
que processos imunes inflamatérios s&o o principal ponto de conexao entre as doengas
estudadas. A analise da evolugdo do conhecimento sobre as fungdes biolégicas e os
genes hub revela que essa conexao foi consolidada ao longo dos ultimos 30 anos de
pesquisas cientificas. A conex&o de IL6 e TNF com doengas das trés categorias se deu
de forma gradual e constante desde 1990. Essas sado citocinas abundantes em
respostas inflamatdrias agudas (BURGER; DAYER, 2002), portanto, algumas das mais
estudadas nesses processos. Outras moléculas inflamatdrias, como IL8 e NF-KB e
CCL2, também abundantes na fase aguda, foram conectadas continuamente ao longo
do periodo a doencgas inflamatorias e infecciosas, mas somente apos 2010 comegaram
a ser relacionadas a doengas neuropsiquiatricas. Esse fato demonstra como o
desenvolvimento das novas tecnologias de sequenciamento de DNA e de analises
massivas de dados 6micos tem contribuido para o entendimento da patogénese dessas
doengas. Nao surpreendentemente, o papel das microglias, astrocitos e outras células
com fungdes neuroimunes tem sido elucidado recentemente para doengcas como
Alzheimer, esquizofrenia (BERNAUS; BLANCO; SEVILLA, 2020) e autismo (SCUDERI;
VERKHRATSKY, 2020).

Os resultados apresentados neste capitulo estdo sendo preparados como

manuscrito em inglés que sera submetido para publicacdo no periédico eLife (fator de
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impacto 7,08). Um rascunho do manuscrito que esta sendo preparado encontra-se

reproduzido no Anexo 01 deste trabalho.
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3.6. Conclusoes

- O conhecimento sobre genes associados a doengas inflamatérias, infecciosas e
neuropsiquiatricas aumento significativamente nos ultimos 30 anos;

- Esse aumento acelerou apds o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento
massivo em paralelo de DNA em 2003;

- Marcos histéricos importantes no desenvolvimento cientificos sobre essas doengas
estdo associados a aumentos rapidos da descoberta de novos genes;

- Genes e processos relacionados ao sistema imune foram associados primeiro a
doencas infecciosas e inflamatérias e depois a doencas neuropsiquiatricas;

- Gene hub associados a todas as categorias de doengas estdo relacionados com

processos inflamatérios.
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4. Capitulo 2 - Mecanismos moleculares de doengas neuropsiquiatricas e

inflamatorias

4.1. Introdugao

Doencas neuropsiquiatricas e doencgas inflamatérias cronicas constituem
grandes fardos de saude publica. A Organizagao Mundial de Saude estima que pelo
menos 450 milhdes de pessoas sofram de doencas neuropsiquiatricas no mundo
(ORGANIZATION, 2001) e que doencas inflamatorias sejam a maior causa de morte no
planeta (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

A relagao entre inflamagao e doengas neuropsiquiatricas tem sido estudada em
profundidade nos ultimos anos (DEGAN et al., 2018; YUAN et al., 2019). Um fendmeno
chamado de “comportamento doente” ilustra bem essa relacdo. Esse fenbmeno
envolve alteragbes comportamentais como letargia, sonoléncia, falta de apetite e
ansiedade, sintomas também tipicos de pessoas com depressdao (AUBERT et al.,
1995). Hoje, sabe-se que essas mudangas comportamentais estdo relacionadas com a
producéo de citocinas inflamatérias durante estados infecciosos (KELLEY et al., 2003).

Comorbidade entre doengas inflamatorias e doengas neuropsiquiatricas também
sdo recorrentes. Pacientes portadores de doencas inflamatodrias intestinais como
doenca de Crohn e colite ulcerativa apresentam frequentemente quadro de depressao
de ansiedade (NOWAKOWSKI; CHROBAK; DUDEK, 2016). Pessoas com autismo, por
sua vez, sdo muito acometidas por doengas inflamatorias intestinais (LEE et al., 2018).

Também €& comum o aparecimento de sintomas neuroldgicos e psiquiatricos em
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pacientes portadores de lupus sistémico eritematoso (HANLY, 2014) e doencgas
autoimunes tém sido associadas a transtornos psicéticos (JEPPESEN; BENROS,
2019).

A literatura biomédica conta com milhares de artigos em que 0s mecanismos
moleculares de doengas neuropsiquiatricas e inflamatérias crénicas foram estudados.
Neste capitulo, redes de conhecimento sobre genes e doengas obtidas pelo Watson for
Drugs Discovery foram analisadas para se obter um panorama amplo do estado da arte
da literatura biomédica a respeito dos genes relacionados a doengas neuropsiquiatricas

e inflamatdrias crénicas.
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4.2. Objetivos especificos

- Detectar médulos na rede de 2018 de doencas neuropsiquiatricas e na rede de 2018
de doencas inflamatérias cronicas;

- Analisar as principais fungcbes bioldgicas associadas aos genes dos moddulos
detectados nas redes de doencgas neuropsiquiatricas e na rede de doencas
inflamatdrias cronicas;

- Analisar as principais fungdes enriquecidas associadas aos genes exclusivos de cada

uma das doencgas neuropsiquiatricas.
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4.3. Metodologia

4.3.1. Redes de conhecimento

As redes de conhecimento utilizadas neste capitulo sdo as mesmas redes
obtidas na analise da evolugdo do conhecimento do capitulo 01 para doencgas
neuropsiquiatricas e inflamatdrias cronicas. As doencas utilizadas para as buscas feitas
no Watson for Drug Discovery estéo listadas na Tabela 01. Foram utilizadas as redes
contendo conexdes entre genes e doengas encontradas na literatura cientifica desde o
inicio dos registros até julho de 2018. Para cada rede obtida, foram removidas as
relagdes entre genes e doengas com pontuagdo do WDD menor que 50 e conexdes

encontradas em menos de 2 documentos na literatura.

4.3.2. Detecgdao de modulos

Para cada uma das redes (doengas neuropsiquiatricas e doengas inflamatorias
cronicas), foi calculada a modularidade de Louvain (BLONDEL et al., 2008) e foram
detectados modulos contendo doengas e genes mais conectados entre si do que com o
restante da rede. O método de Louvain (Fig. 07) utiliza uma estratégia de otimizacao
progressiva para detectar comunidades de ndés em uma rede. O algoritmo busca
otimizar o valor de modularidade da rede, que pode variar de -0,5 (rede n&do modular)
até 1 (rede totalmente modular) por meio de passos consecutivos de particionamento e
detecgao local de mddulos. Inicialmente, cada n6é da rede €& tratado como uma
comunidade (mdédulo) separada (Fig. 07A). Em seguida, cada né i tem sua identidade

de modulo trocada para a identidade de moédulo de cada um dos j nos ligantes a ele.
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Para cada uma dessas trocas, calcula-se a nova modularidade da rede. Caso haja
ganho nesse valor, a alteracdo de rotulo € mantida. Caso haja redugédo, o n6 j é
mantido no seu moddulo original. Esse processo é repetido iterativamente até que
nenhuma mudanga de mddulo dos nds resulte em aumento de modularidade da rede
(Fig. 07B). Uma vez que a ordem de escolha dos nods é feita de forma aleatoria, a
estabilidade obtida nessa primeira rodada de trocas € considerada um maximo local e
nao o maximo de modularidade real da rede. Em seguida, a rede obtida no primeiro
passo é utilizada para uma nova rodada de otimizacdo. Nessa etapa, cada méddulo
encontrado na rede inicial é agrupado como um unico né na nova rede (Fig. 07C).
Cada novo né é entado tratado como uma comunidade e sao feitas trocas sequenciais
de rétulo dos médulos de cada né até que a modularidade da rede atinja um novo
maximo local. Esses passos sdo repetidos n vezes até se atingir um valor de
modularidade estavel. Uma vez que esse método captura a caracteristica hierarquica
de redes complexas ao encontrar comunidades de comunidades, o numero de
passagens da iteragdo (Fig. 07) definira o numero de modulos encontrados. Menos
passagens encontram mais modulos e mais passagens encontrardo menos. Neste
trabalho, foi utilizada a funcé&o cluster_louvain do pacote igraph do R (CSARDI,
NEPUSZ, 2006) para calcular a modularidade das redes de doengas neuropsiquiatricas
e de doencas inflamatdrias crénicas. A fungao cluster louvain predetermina o numero
de passagens do algoritmo e ndo da a opgédo de altera-lo, portanto o numero e a
composicao dos moddulos serdo sempre muito parecidos se a funcao for utilizada

novamente na mesma rede.
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Para visualizagdo dessas redes, foi utilizada a fungédo ForceAtlas2 (JACOMY et
al., 2014) do Gephi, ja que ela aproxima nés que compartiiham mais conexdes entre si
e afasta aqueles que nao compartilham, o que destaca modulos nas redes. Os nos
(doencas e genes) de cada mdédulo encontrado em cada uma das redes foram

coloridos com cores distintas relativas aos médulos em que foram incluidos.

Fast unfolding of communities in large networks
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Figura 07. Metodologia de deteccao de moédulos de Louvain. A. Otimizagdo da
modularidade da rede inicial. B. Deteccdo de modulos na rede otimizada. C.
Agrupamento dos mddulos encontrados em nés em uma nova rede otimizada. D.

Deteccdo de mddulos final na segunda rede otimizada. Figura adaptada de Blondel et

al., 2008.
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4.3.3. Similaridade entre doengas por meio dos seus genes

Além da detecgdo de mddulos, foi utilizado o teste exato de Fisher (FISHER,
1922) para avaliar a relagdo entre as doencgas de cada rede de acordo com os genes
que elas compartilham entre si. Para cada par de doencas, o teste exato de Fisher foi
realizado utilizando a fungdo phyper do R. Essa fungdo calcula a distribuigdo
hipergeomeétrica associada a probabilidade de um determinado conjunto de itens ter
sido obtido ao acaso a partir de um grupo maior de elementos. Aplicado ao caso do
compartilhamento de genes entre doencgas, o teste determina se a sobreposigédo de
genes observada entre cada par de doenga poderia ter sido obtida ao acaso dados os
genes do conjunto de todas as doencas (universo) e os genes associados a cada uma
das doengas individualmente. Doengas com sobreposigao significativa de genes entre
si foram aquelas com valor de p menor que 0,01 no teste exato de Fisher para cada
rede.

Para visualizagdo dos resultados, redes conectando as doencas foram
construidas e visualizadas no Gephi. Nessas redes, as arestas entre os nés (doengas)
foram ponderadas proporcionalmente ao valor de -log,,pval do teste exato de Fisher.
Assim, doengas com sobreposi¢do de genes mais significativa foram conectadas por
arestas de maior peso. O algoritmo ForceAtlas2 do Gephi é capaz de utilizar o peso
das arestas em redes ponderadas para agrupar os nds, o que resulta em uma
visualizagdo que privilegia modulos nessas redes. No entanto, no caso das redes de

doengas ligadas entre si, ndo foi calculada a modularidade pelo método de Louvain,
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mas os nods (doencas) foram coloridos de acordo com seus moédulos nas redes de

doencas e genes.

4.3.4. Analise funcional de genes ligados as doencgas

Uma vez detectados os moddulos, foram feitas analises funcionais de
enriquecimento para os genes de cada modulo em cada rede. Os genes exclusivos de
cada doenga neuropsiquiatrica também foram analisados (genes ndo compartilhados
com nenhuma outra doenga neuropsiquiatrica). As listas de genes foram submetidas
aos pacotes enrichR (CHEN et al., 2013); (KULESHOQV et al., 2016) e clusterProfiler
(YU et al., 2012) do R para realizagao de enriquecimento funcional contra os bancos de
dados GO biological process (GOBP) e KEGG (doengas neuropsiquiatricas) e
Reactome (doengas inflamatoérias crénicas). Como as analises da rede de doencgas
neuropsiquiatricas foram feitas primeiro, o pacote enricheR foi utilizado em sua funcao
padrdao para enriquecimento funcional contra os bancos de dados GOBP e KEGG.
Somente quando os resultados obtidos para as doengas neuropsiquiatricas ja haviam
sido publicados, o pacote clusterProfiler passou a ser utilizado. Por isso, ndo foi
utilizada a mesma ferramenta para a analise dos genes das duas redes. No entanto, o
tipo de analise realizada por ambos os pacotes € a mesma, ou seja, testes de
sobrerrepresentacao de vias/termos biolégicos em listas de genes com a produgéo de
um valor de p associado ao teste. Foram considerados termos enriquecidos aqueles
cujo valor de p de enriquecimento foi menor que 0,01 nos testes feitos pelo

clusterProfiler utilizando a fungao enricher. Valores de combined score maiores que 20
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foram considerados significativos para os resultados obtidos utilizando o pacote
enrichR. O combined score do enrichR é uma transformacgcdo baseada em Z-score
(KULESHOV et al., 2016) que equivale a transformacgao pelo -log,, aplicada aos valores
de p associados aos demais testes descritos neste trabalho e permite a comparacao de
resultados de enriquecimento em uma escala linear positiva. Os termos enriquecidos
nestas analises foram entdo utilizados para descrever os resultados obtidos e

caracterizar funcionalmente as doencgas de cada médulo.
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4.4. Resultados

4.4.1. Doencgas clinicamente similares compartilham mais genes e se agrupam na
rede

Usando o método de deteccdo de moddulos de Louvain, foram encontrados 5
modulos em cada uma das redes (Fig. 08A e B). Em ambas as redes, doengas com
similaridades clinicas foram agrupadas juntas. A Tabela 03 resume as principais
caracteristicas clinicas das doencas de cada rede. Na rede de doengas
neuropsiquiatricas, foi possivel perceber uma separagado entre doengas neuroldgicas
(Alzheimer, deméncia, Parkinson e Huntington) e doengas psiquiatricas e do
neurodesenvolvimento (depressdo, ansiedade, disturbio bipolar, esquizofrenia e
autismo) (Fig. 08A). Os modulos obtidos na rede agruparam as seguintes doengas:
doenga Alzheimer e deméncia, doengas neurodegenerativas que afetam a cognicéo
(Fig. 08BA — roxo), doencas de Huntington e Parkinson, que apresentam severo
comprometimento motor derivado de degeneracdo dos ganglios da base (SCHROLL;
HAMKER, 2016) (Fig. 08A — azul claro); depressé&o e ansiedade, doengas relacionadas
ao humor (HOWE et al., 2011) (Fig. 08A — vermelho); disturbio bipolar e esquizofrenia,
disturbios que apresentam sintomas psicoticos (JABLENSKY, 2010) (Fig. 08A —
amarelo esverdeado). Autismo (Fig. 08A — verde), a unica sindrome do
neurodesenvolvimento estudada, n&o foi agrupada com nenhuma outra doenga. O
teste exato de Fisher confirmou as associagdes vistas pelo método de Louvain para a

rede de doencgas neuropsiquiatricas (Fig. 08C): os menores valore de p obtidos para a
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sobreposicao entre doengas ocorreu entre aquelas do mesmo modulo na rede de
doencas e genes.

Os cinco modulos da rede de doencas inflamatérias cronicas também
apresentaram agrupamento de doengas com similaridades clinicas (Fig. 08B e Tabela
03). O médulo cinza (Fig. 08B) agrupa algumas doengas reumaticas que afetam os
ossos, como doenca de Paget e osteoporose. O moddulo amarelo inclui doengas
autoimunes sistémicas - lupus sistémico eritematoso, esclerodermia, sindrome de
Sjogren - e doengas relacionadas ao sangue e vasos sanguineos - sindrome de
Behcget, sindrome do anticorpo antifosfolipideo, angiite, granulomatose com poliangiite,
angiite alérgica, doenca de Kawasaki (Fig. 08B). Também foram incluidas no médulo
amarelo doencgas relacionadas ao sangue e vasos sanguineos de etiologia infecciosa -
febre reumatica ativa e doenca de Kawasaki - ou neoplasica - policitemia (Fig. 08B). O
modulo azul é constituido por doencgas inflamatérias cronicas relacionadas ao trato
gastrointestinal: colite ulcerativa crénica, doenga de Crohn (Fig. 08B). Espondiloartrite
anquilosante, também neste modulo, pode apresentar atividade inflamatéria intestinal
em sua forma periférica (RESENDE et al., 2013). Também estdo agrupadas no médulo
azul doengas alérgicas ou de hipersensibilidade: purpura de Henoch-Schonlein, gota
aguda e sindrome do arco aortico (Fig. 08B). O mddulo rosa inclui a artrite e a doenca
de Lyme (Fig. 08B), cuja infecgao das juntas pode desencadear um quadro de artrite
(MILLER; AUCOTT, 2020). O mddulo verde contém a fibromialgia e a psoriase,
caracterizada pela hiperproliferacdo e acumulo de células da pele e que é

desencadeada por aspectos genéticos e ambientais (SHAO; GUDJONSSON, 2020). A
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rede de interag&o entre as doencgas inflamatorias obtida pelo teste de Fisher (Fig. 08D)
denota uma maior sobreposicao geral entre estas doengas do que aquela observada
para as doengas neuropsiquiatricas (Fig. 08C). No entanto, doengcas dos mesmos
modulos da rede de genes e doengas tendem a se agrupar mais préximas umas das
outras (Fig. 08D). Uma excecao foi a separagdo observada entre artrite e doenga de
Lyme. Osteoporose relacionada a idade e doenca o6ssea de Paget somente
apresentaram sobreposigao significativa entre si, mas ndo com nenhuma das demais

doencas da rede (Fig. 08D).
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Figura 08. Deteccao de moédulos nas redes de doengas neuropsiquiatricas e
inflamatoérias cronicas. A. Rede de genes e doencgas neuropsiquiatricas. Os ndés de
mesma cor representam os genes e doengas do mesmo modulo. A linha pontilhada
separa doengas neurolégicas de doengas psiquiatricas e do neurodesenvolvimento. B.
Rede de doencas neuropsiquiatricas. Os nos representam as doencas e o tamanho de
cada no é proporcional ao numero de genes associados a cada doenga na rede A. A
grossura das arestas € proporcional ao valor de -log10pval do teste de Fisher de
sobreposigao de genes entre os pares de doengas. C. Rede de genes e doengas
inflamatdrias crénicas. Nos coloridos por moédulo como em A. D. Rede de doengas
inflamatdrias crénicas. Nos coloridos pelo moédulo na rede C e arestas com grossura

proporcional ao valor de -log,gpval do teste de Fisher como em B.
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Tabela 03. Caracteristicas clinicas das doengas neuropsiquiatricas e inflamatdrias

cronicas analisadas neste capitulo
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4.4.2. Enriquecimento funcional de genes em cada médulo
Os genes dos modulos de cada rede e os genes exclusivos das doencgas
neuropsiquiatricas foram submetidos a analise de enriquecimento funcional. As Figuras

09 e 10 resumem os resultados encontrados e detalhados a seguir.

4.4.2.1. Rede de doengas neuropsiquiatricas

Os genes do modulo doenga de Alzheimer e deméncia (Fig. 09B) enriqueceram
para formacdo de amildide beta e apoptose, os processos moleculares classicos
associados a essas doengas (SERRANO-POZO et al., 2011). Esses genes também
enriqueceram para homeostase de fosfolipideos e regulagao da fosforilagao (Fig. 09B).
Desregulagao fosfolipidica esta relacionada a hiperfosforilagcdo da proteina Tau
causada por injurias traumaticas do cérebro (CAO et al., 2017), que é uma causa de
deméncia nao relacionada a Alzheimer. Genes unicos de Alzheimer enriqueceram
fortemente para degranulagdo de neutrdéfilos (33 genes) e miRNAs em céancer (21
genes) (Fig. 09B). Alteracbes no fendtipo de neutrdfilos ao longo da patologia de
Alzheimer estéo correlacionadas com a progressédo da doenga (DONG et al., 2018) e a
deplegdo de neutrofilos foi capaz de melhorar a memoria e desacelerar o
desenvolvimento da doenga em camundongos (ZENARO et al., 2015). Um dos miRNAs
envolvidos em cancer e Alzheimer — miR-146a — também parece regular o sistema
imune por meio de controle da inflamagdo em ambas enfermidades (HOLOHAN et al.,
2012) (Fig. 09B). Por sua vez, muitos miRNAs que estimulam a proliferagcéo celular em

varios tipos de cancer parecem atuar em favor da apoptose em Alzheimer
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(FEMMINELLA; FERRARA; RENGO, 2015; HOLOHAN et al., 2012). Compreender
melhor como MiRNAs regulam o ciclo celular e o sistema imune pode abrir novos
caminhos terapéuticos tanto para o cancer quanto para a doencga de Alzheimer.

As doencas de Parkinson e de Huntington s&o caracterizadas por perdas
neuronais severas nos ganglios da base, uma das principais regides de regulacao
motora do cérebro (SCHROLL; HAMKER, 2016). Essas doencas compartilham genes
envolvidos em regulacdo do processo apoptético, resposta a estresse oxidativo e
regulagdo da autofagia (Fig. 09C). Todos esses processos estdo diretamente
relacionados com morte celular e degeneragéao tecidual. Resisténcia a insulina também
foi uma categoria funcional enriquecida nos genes compartilhados pelas doencas (Fig.
09C). Um estudo recente mostrou que 60% dos pacientes com Parkinson que n&o sao
diabéticos apresentam resisténcia a insulina (HOGG et al, 2018). Genes
exclusivamente conectados a doenca de Parkinson enriqueceram para diferenciagao
de neurbnios dopaminérgicos e lisossomo (Fig. 09C). Genes exclusivos da doencga de
Huntington, por sua vez, enriqueceram para regulagdo do movimento baseado em
microtubulos (Fig. 09C). Huntingtina (HTT), que é o gene causal da doenga de
Huntington quando mutado, interage com diversas proteinas de motilidade celular,
incluindo as proteinas HAP1 (proteina associada a huntingtina 1) (KALCHMAN, 1997) e
HDACEG6 (histona deacetilase 6). Propde-se que essas interagdes medeiem o trafico de
organelas (CAVISTON et al., 2007) e a produgédo e consumo de energia de vesiculas
sinapticas de neurbnios devido a ligagdo a gliceraldeido-3-fosfato (ZALA et al., 2013).

Estes resultados (Fig. 09C) corroboram a ideia de que um dos mecanismos exclusivos
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da doenga de Huntington esteja relacionado a problemas do trafico intracelular de
organelas e do metabolismo energético associado ao transporte axonal.

Os genes no modulo que reuniu depressdao e ansiedade (Fig. 09C)
enriqueceram para sinapse serotoninérgica. Ambas doengas sao tratadas atualmente
com inibidores de recaptacéo de serotonina (DRIOT et al., 2017) e possuem acentuada
diminuicao desse neurotransmissor nas sinapses (LIU; ZHAO; GUO, 2018). Resposta
inflamatoéria também foi uma categoria funcional enriquecida entre os genes
compartilhados por depressao e ansiedade (Fig. 09C): é possivel prever o desempenho
de antidepressivos (UHER et al, 2014) e a severidade da doenga
(KOHLER-FORSBERG et al., 2017) a partir dos niveis séricos de proteina C reativa de
pacientes deprimidos, um marcador inflamatério cujo gene esta presente no modulo.
Ansiedade compartilha a maioria dos seus genes com Depressao e possui apenas 8
genes exclusivos (Fig. 09D). Ainda assim, esses 8 genes enriqueceram para
transducao de sabor (HCN4 e ADCYS8). Canais ligante-dependentes ativados por
nucleotideos ciclicos (HCNs) tém sido investigados como alvos potenciais para novos
antidepressivos (KU; HAN, 2017), apesar de o HCN4 ndo ser um desses alvos. Genes
exclusivos de depresséo (Fig. 09D) enriqueceram para hipertrofia de musculo estriado
e cardiaco (HTR2B, TCAP, TTN). Cardiomiopatia hipertréfica e Depressdo sao
comorbidades comuns (COX et al., 1997; MORGAN et al., 2008) e ha também
descrigdo de maior risco de doenga cardiaca em pessoas deprimidas (IGOUMENOU et

al., 2012).
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No mddulo que incluiu disturbio bipolar e esquizofrenia (Fig. 09E), os genes
compartilhados por essas doencas apresentaram enriquecimento para vicio em
cocaina e anfetamina, confirmando a j& estabelecida relagdo dessas doencas com
problemas de neurotransmissdo dopaminérgica nos circuitos de recompensa
(WHITTON; TREADWAY; PIZZAGALLI, 2015). Também foi observado enriquecimento
para potenciacdo de longo-prazo (LTP) e processos relacionados ao ciclo circadiano
(Fig. O9E). Genes exclusivos de disturbio bipolar também enriqueceram para ritmo
circadiano (RORB e PER3). Insdnia e disturbios do sono afetam a maioria dos
pacientes esquizofrénicos (PALMESE et al., 2011) e bipolares (BRADLEY et al., 2017).
Uma coorte de pacientes bipolares inclusive demonstrou a sincronizagao de sintomas
com o ciclo circadiano (WEHR, 2018). Genes unicamente conectado a Esquizofrenia
(Fig. 09E) enriqueceram para transmissao por receptor de glutamato e vias de
sinalizagdo por ErbB. Um sintoma classico de esquizofrenia, a desconectividade,
parece se originar de plasticidade neuronal aberrante e desenvolvimento incorreto de
conexdes entre neurbnios (STEPHAN; FRISTON; FRITH, 2009), ambos processos
dependentes de neurotransmissao glutamatérgica e por NRG1-ErbB funcional e LTP
(LEDONNE et al., 2018; LEDONNE; MERCURI, 2018). Recentemente, Gandal e
colaboradores (GANDAL et al.,, 2018b) descobriram que pacientes esquizofrénicos
possuem expressdes cerebrais alteradas de genes co-expressos relacionados a
células neuroimunes e a inflamagdo: oligodendrocitos, microglia, astrécitos e
sinalizagado pro NFkB. Trés genes exclusivos de esquizofrenia vistos aqui (Fig. 09E),

ERBB3, PTPRZ1 e SOX10, estdo dentre os principais hubs dos moddulos com
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assinatura de astrocito e oligodendrécito afetados em esquizofrenia, visto por Gandal e
colaboradores (GANDAL et al., 2018b).

Finalmente, os genes do mddulo que contém o autismo (Fig. 09F) enriqueceram
para organizagao sinaptica e adesao célula a célula. O autismo €, de fato, uma doencga
resultante de falhas na conectividade de neurbnios durante o desenvolvimento com
transmissao sinaptica aberrante em regides especificas do cérebro (FRANCIS et al.,
2019). Também foi visto forte enriquecimento dos genes desse moédulo para doenca
inflamatoéria do intestino (IBD) e ciclo circadiano (Fig. 09F). Pacientes autistas
apresentam maior comorbidade com doencgas inflamatérias do trato digestivo, como
IBD (DOSHI-VELEZ et al.,, 2015) e Doenca de Crohn (LEE et al., 2018). Tem sido
demonstrado, inclusive, que o transplante de microbiota intestinal (transplante fecal) de
sujeitos saudaveis para pacientes autistas € capaz de aliviar ndo apenas os sintomas
gastrointestinais desses pacientes, como também sintomas de agressividade e
comportamentos repetitivos tipicos da condicdo (KANG et al., 2017, 2019). Os
mecanismos por tras desse efeito ainda n&o estdo claros, mas os genes associados
tanto a autismo como a IBD estdo em sua maioria relacionados a resposta inflamatéria,
alergia e resposta a parasitos helmintos: IL6, IL23A, IL13, IL5, HLA-DRB1, HLA-DRB4,
IFNG e TGFB1 (Fig. 09F). Além disso, outro gene associado a autismo e IBD, RORA,
parece afetar o sistema imune por meio da regulagdo do ciclo circadiano (Fig. 09F)

(PALMIERI et al., 2015).
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Figura 09. Analise funcional dos genes associados a doengas neuropsiquiatricas.

A. Resumo dos genes conectados as doencas que enriqueceram para fungdes

biolégicas (GO) ou vias (KEGG) relevantes.

B-F. Categorias funcionais mais

significativas para os genes nos moddulos: doenga de Alzheimer e deméncia (B),

doengas de Huntington e Parkinson (C), depresséo e ansiedade (D), esquizofrenia e

disturbio bipolar (E) e autismo (F).
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4.4.2.2. Rede de doencgas inflamatérias cronicas

Assim como na rede de doencas neuropsiquiatricas, foram encontrados 5
modulos na rede de doengas inflamatérias crénicas. A figura 10A resume os principais
processos biolégicos enriquecidos dentre os genes de cada termos e a figura 10B
oferece uma visdo geral das conexdes realizadas pelos genes envolvidos nesses
processos com as doencas inflamatoérias cronicas.

Os genes do modulo rosa, que contém artrite e doenga de Lyme (Fig. 10B),
apresentaram enriquecimento para degranulacdo de neutrdfilos, cascatas de
receptores tipo Toll e vias de sinalizacado por receptores contendo repeticdes ricas em
leucina (Fig. 10A). A relagdo de neutréfilos com o desenvolvimento de artrite é
conhecida ha muitos anos (BOMALASKI et al., 1989). Ja a participagao dos receptores
tipo Toll e receptores ricos em leucina na patogénese da artrite e doengas autoimunes
similares tém demonstrado que tanto sinais endogenos quanto moléculas de origem
exdgena (e.g. lipopolissacarideos e DNA de patdégenos) possuem papel no
desenvolvimento dessas doengas (JOOSTEN et al., 2016). Também foi observado
enriquecimento dos genes desse modulo para processamento e apresentagao de
antigenos e degradagdo da matriz extracelular (Fig. 10A). Um dos mecanismos que
podem levar a inflamacéao crénica das juntas sinoviais na artrite € em doencas similares
€ a infiltracdo de células T CD4 autorreativas, ativadas por células dendriticas que
apresentam autoantigenos (RODRIGUEZ-FERNANDEZ, 2013). A degradacdo da
matriz extracelular € uma das consequéncias da infiltragdo de células inflamatodrias na

camada sinovial das juntas.
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No modulo cinza, os genes associados a doengas inflamatdrias 6sseas (e.g.
osteoporose) enriqueceram para processos relacionados a proliferacao e sobrevivéncia
de osteoblastos e a dinamica de formagdo e degradagdo Ossea (Fig. 10A).
Particularmente, genes associados a sinalizagdo por RUNX2 e WNT foram relevantes,
além de outras vias de sinalizacdo como transcricdo mediada por FOXO (Fig. 10B). O
gene RUNX2 é um regulador mestre da diferenciagao de osteoblastos (WYSOKINSKI;
PAWLOWSKA,; BLASIAK, 2015) e a sinalizagdo por WNT também é fundamental para
a homeostase O6ssea (ZHONG; ETHEN; WILLIAMS, 2014). Recentemente, a
modulacdo da expressdo de RUNX2 (HUANG et al., 2020) e da sinalizagdo por WNT
(BARON; GORI, 2018) tém sido alvos terapéuticos para o tratamento de osteoporose.

O moddulo verde incluiu a psoriase e a fibromialgia, e seus genes enriqueceram
para funcdes como formacgao de envelope cornificado e sinalizacido da familia da
interleucina 20 (Fig. 10A). Recentemente, uma analise de grandes quantidades de
dados clinicos foi capaz de detectar uma associagao populacional entre psoriase e
fibromialgia que até entdo nao era muito clara (KRIDIN et al., 2020). Os dados obtidos
no presente trabalho mostram que ja havia evidéncias moleculares na literatura que
apontam para essa relagdo entre as duas doencas. A psoriase € uma doencga
inflamatéria que se manifesta na maioria dos casos pela formacdo de placas
psoridticas queratinizadas na pele (BOEHNCKE; SCHON, 2015). A fibromialgia é
caracterizada pela presenca de dor crdnica nao localizada e espalhada pelo corpo e
esta associada tanto a infec¢gdes quanto a quadros de stress, depressao e ansiedade

(CLAUW, 2014). A sinalizacao por citocinas da familia da IL20 modula a producéao de


http://sciwheel.com/work/citation?ids=9587984&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9587984&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4078853&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8869620&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9587987&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9587990&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1321677&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1361386&pre=&suf=&sa=0

81

IL17 na inflamagéo psoriatica (HA et al., 2020). A expressao de IL17 (POLLI et al.,
2019) e a resposta por célula T auxiliares (GUGGINO et al., 2019) também parecem
estar envolvidas na fibromialgia, mas ndo ha ainda relatos na literatura associando a
sinalizagdo por citocinas da familia da IL20 a esse processo. Além das funcdes
discutidas acima, os genes relacionados ao médulo verde também enriqueceram para
sintese e secrecao de grelina e sinalizagdo por fator de crescimento semelhante a
insulina (Fig. 10A). Niveis de grelina sérica foram negativamente associados a
severidade da psoriase (OZDEMIR et al., 2012; UCAK et al., 2014) o que contrasta
com a alta prevaléncia de psoriase em pessoas obesas (HAMMINGA et al., 2006). Por
fim, genes relacionados ao clearance de neurotransmissores (COMT e SLC6A4 — Fig.
10B) também foram relacionados as doengas do moédulo verde. Transtornos mentais
como ansiedade, depressdo e stress estdo associado a ambas doengas do mdodulo
(LICHTENSTEIN; TIOSANO; AMITAL, 2018; TAKESHITA et al., 2017).

Dentre as doengas do modulo azul, destacam-se disturbios inflamatérios do
sistema digestivo como doenca de Crohn e colite ulcerativa cronica (Fig. 10B). Os
genes desse modulo enriqueceram para sinalizagdo por interleucinas 4 e 13,
interleucina 1 e interleucina 17 (Fig. 10A). Interleucina 4 e 13 regulam a expresséo da
resposta Th2 relacionada a alergias (HERSHEY, 2003). IL1 € uma das citocinas
pré-inflamatérias mais abundantes durante a fase aguda da inflamagdo (BURGER,;
DAYER, 2002) e IL17 é a citocina que marca a resposta Th17 inflamatéria
(ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2014). A homeostase entre a microbiota intestinal e a

resposta imune hospedeira esta diretamente relacionada a ocorréncia de doengas


http://sciwheel.com/work/citation?ids=9587996&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8748810&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8748810&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9587998&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9588001,9588004&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=97928&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9588006,7850612&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=2981643&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4810227&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4810227&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1362763&pre=&suf=&sa=0

82

inflamatorias do sistema digestivo e depende da agao de todas as moléculas discutidas
acima (LIN; ZHANG, 2017). Essa relagao também fica visivel nos dados apresentados
aqui, uma vez que 0s genes associados as doengcas do médulo azul também
enriqueceram para um processo relacionado a peptideos antimicrobianos (Fig. 10A), os
quais estédo envolvidos na resposta a alteragbes da microbiota na patogénese da colite
(HO; POTHOULAKIS; KOON, 2013).

O moddulo amarelo incluiu uma grande quantidade de doencas de etiologia
variada: doencgas autoimunes, relacionadas a vasos sanguineos e infecciosas (Fig. 09D
e 10B). Uma das principais caracteristicas deste modulo € o alto grau de
compartilhamento de genes tanto entre as doengas deste médulo, como entre estas e
as demais doencas da rede (Fig. 10B). O enriquecimento funcional dos genes desse
modulo refletiu essa promiscuidade molecular: os principais termos enriquecidos foram
sinalizagao por interleucina 4 e 13, também relacionado ao modulo azul, degranulagao
de neutrodfilos e cascata de sinalizagao por receptores tipo Toll, também associados ao
modulo rosa, e cascatas do complemento e sinalizagao por interferon (Fig. 10A). O uso
de medicamentos que modulam a expressao de IL13 e da resposta Th2 em doencgas
inflamatorias crénicas de origem autoimune tem sido promissor (MAO et al., 2019).
Concomitantemente, o papel do sistema imune inato, sua relagdo com a microbiota
hospedeira e as implicacdes terapéuticas dessas relacbes também tém sido bastante

exploradas (LIN; ZHANG, 2017; MULDER et al., 2019).
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Figura 10. Analise funcional dos genes associados a doencas inflamatérias
cronicas. A. Enriquecimento de termos do Reactome para os genes associados a
cada modulo da rede. B. Visédo geral dos genes associados as doencgas inflamatérias
que estdo envolvidos nos processos enriquecidos mostrados no painel A. Cédigo de
cores: rosa — doencgas relacionadas a artrite, cinza — osteoporose e outras doencgas
Osseas, verde — psoriase e fibromialgia, azul — doencgas inflamatérias do trato
gastrointestinal e amarelo — doencgas inflamatérias crénicas de etiologia variada,

incluindo lupus e doencgas autoimunes.
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4.5. Discussao

Os resultados obtidos neste capitulo revelam uma grande diversidade de
processos bioldgicos envolvidos em doengas neuropsiquiatricas e inflamatérias
cronicas. A partir das analises feitas aqui, foi possivel recapitular os principais
mecanismos moleculares associados a cada mddulo de doengas e obter insights a
respeito de potenciais mecanismos ainda pouco explorados. Vale ressaltar que, uma
vez que os dados utilizados neste capitulo foram obtidos inteiramente da literatura,
nenhum dos resultados apresentados €&, por defini¢do, novo.

Os resultados descritos nesse capitulo corroboram a hipétese dos componentes
conectados proposta por Barabasi (BARABASI; GULBAHCE; LOSCALZO, 2011), que
prevé que “[...] doengas que compartiiham componentes celulares relacionados a
patologia (genes, proteinas, metabdlitos, miRNAs) apresentam similaridade fenotipica e
comorbidade”. Além disso, a separagdo vista entre doengas neuroldgicas e
psiquiatricas nas redes analisadas aqui estd de acordo com evidéncias recentes que
mostram que essa separagao também ocorre quando analisados dados de associagao
gendmica ampla (GWAS) em pacientes neurolégicos e psiquiatricos (BRAINSTORM
CONSORTIUM et al., 2018).

Ainda, alguns dos resultados obtidos aqui apontam caminhos de pesquisa que
estdo emergindo de forma ainda pouco conectada na literatura. Dentre as doengas
neuropsiquiatricas, destacam-se a relacdo de miRNAs relacionados a cancer com a
doenga de Alzheimer (Fig. 02B), a associagdo entre genes do ciclo circadiano e

disturbios com sintomas psicéticos (Fig. 02E) e a conexao entre doengas inflamatérias
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intestinais e autismo (Fig. 02F). Para as doencas inflamatorias crénicas, os resultados
obtidos aqui corroboram a relacao entre psoriase e fibromialgia, pouco estabelecida na
literatura, mas evidenciada em analises clinicas de big data (KRIDIN et al., 2020) e
apontam a potencial relagdo entre citocinas da familia da IL20 com a fibromialgia via
IL17. Além disso, a relagdo entre a microbiota intestinal e doengas inflamatérias
cronicas por meio da interagdo dos microorganismos com o sistema imune também fica
muito evidente nas analises apresentadas aqui. Essa relagao tem sido muito explorada
nos ultimos anos e € uma alternativa mais promissora para o tratamento de doencas
autoimunes e neuropsiquiatricas.

Por fim, os resultados obtidos neste capitulo reforcam a relacdo entre doencas
neuropsiquiatricas e o sistema imune, especialmente por meio de processos
inflamatdrios. A maioria das doengas neuropsiquiatricas apresentou enriquecimento de
seus genes para processos relacionados ao sistema imune. Além disso, algumas
doencgas inflamatérias crénicas como psoriase e fibromialgia também apresentaram
enriquecimento de genes para processos do sistema nervoso. Dessa forma, tem-se
como perspectiva para este trabalho o uso dos dados aqui obtidos para integrar o
conhecimento sobre genes relacionados a doengas neuropsiquiatricas e inflamatérias
cronicas para obtengdo de novos insights a respeito da interface entre esses dois
dominios de patologias distintas.

Parte dos resultados apresentados neste capitulo esta publicada no periddico
Translational Psychiatry (fator de impacto 5,182) no artigo intitulado “Drug repositioning

for psychiatric and neurological disorders through a network medicine approach” (doi:
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10.1038/s41398-020-0827-5) de autoria de Thomaz Luscher Dias e colaboradores.

Uma copia desse artigo esta anexada ao final deste trabalho (Anexo 02)
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4.6. Conclusoes

- Doengas clinicamente similares compartilham mais genes entre si e se agrupam nos
mesmos modulos em redes de doengas e genes;

- Mecanismos moleculares  bem-estabelecidos associados a  doengas
neuropsiquiatricas e inflamatérias crénicas podem ser obtidos por meio da analise
funcional dos genes de redes de conhecimento;

- Mecanismos moleculares pouco explorados e potencialmente novos associados a
doengas neuropsiquiatricas e inflamatoérias crénicas podem ser descobertos por meio
da analise funcional de genes de redes de conhecimento;

- Redes de conhecimento analisadas por métodos de Medicina de Redes permitem
organizar e extrair insights da literatura biomédica de forma n&do enviesada e ampla;

- As analises apresentadas aqui podem ser potencialmente aplicadas a qualquer grupo

de doencas.
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5. Capitulo 3 - Reposicionamento de drogas para doengas neuropsiquiatricas e

inflamatoérias cronicas

5.1. Introdugao

O desenvolvimento de novas drogas € um processo demorado, caro e ineficaz
(TAYLOR, 2015). A aprovagao de um unico farmaco costuma durar de 12 a 24 anos e
custar bilhées de dodlares (PAUL et al., 2010). Uma alternativa atual para o crescente
problema do desenvolvimento de novos tratamentos para doengas €é o
reposicionamento de drogas (ASHBURN; THOR, 2004). O reposicionamento de drogas
consiste em utilizar esses farmacos ja aprovados como forma de tratar outras
enfermidades diferentes daquelas para as quais sdo indicados, baseando-se no
compartilhamento de caracteristicas clinicas, patoldégicas e moleculares entre as
doencas (DE BASTIANI; PFAFFENSELLER; KLAMT, 2018). Para isso, & fundamental
que se tenha um conhecimento amplo ndo apenas dos mecanismos e caracteristicas
moleculares das doengas, como também dos efeitos biolégicos de compostos quimicos
utilizados como farmacos.

Um exemplo classico de reposicionamento de drogas é a talidomida,
originalmente utilizada como sedativo e hipnético (SOMERS, 1960) e para o tratamento
de enjéos matinais em mulheres gravidas na década de 1950 (NULSEN, 1961). Devido
aos efeitos teratogénicos severos em criangas filhas de mulheres que haviam usado a
talidomida na gravidez, o medicamento teve seu uso restringido em todo o mundo. No

entanto, nos ultimos a droga tem sido testadas para o tratamento de doencgas
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inflamatorias auto-imunes como lupus e artrite (CHASSET et al., 2018; SONG et al.,
2018) e ja é uma droga consolidada no tratamento de hanseniase desde os anos 70
(SHESKIN; CONVIT, 1969). Essas aplicagdbes modernas para uma droga antiga s6
foram possiveis devido a melhor compreensdo de como a talidomida atua e de como
as doencas que ela trata funcionam.

O uso da Medicina de Redes para o reposicionamento de drogas tem ganhado
relevancia nos ultimos anos. A partir dos genes conhecidamente associados a
doencas, é possivel construir redes incluindo também o conhecimento sobre todos os
genes e proteinas afetados por drogas (YILDIRIM et al., 2007). Estabelece-se entao a
premissa de que drogas que afetem genes associados a uma doenca possam ser
testadas para o tratamento dessa enfermidade. De fato, drogas com eficiéncia
comprovada para o tratamento de doencgas apresentam maior efeitos sobre os genes
das doencas do que drogas ineficientes (GUNEY et al., 2016). Essa abordagem
também ja foi utilizada para demonstrar o potencial beneficio do uso sinergético de
pares de drogas para o tratamento de doenga cardiovascular (CHENG; KOVACS;
BARABASI, 2019) e, recentemente, para o reposicionamento de drogas no tratamento
de COVID-19 (GYSI et al., 2020).

Neste capitulo, foi desenvolvida uma abordagem de Medicina de Redes para
reposicionamento de drogas com potencial de tratamento para doencgas
neuropsiquiatricas e inflamatoérias crénicas. Foram utilizados dados obtidos pelo
Watson for Drug Discovery para a construgdo de redes de conhecimento de genes e

doengas e de drogas e genes e foram aplicadas metodologias de redes para
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determinacao de potenciais drogas candidatas ao reposicionamento. Apesar de ter sido
desenvolvida visando a descoberta de novos farmacos candidatos para o tratamento
de doengas neuropsiquiatricas e inflamatérias crénicas, a metodologia apresentada
neste capitulo pode, em teoria, ser aplicada a qualquer grupo de doencgas sobre as

quais se tenha conhecimento de associagdes entre doengas e genes.
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5.2. Objetivos especificos

- Desenvolver uma metodologia de reposicionamento de drogas utilizando redes de
conhecimento sobre doengas, genes e drogas;

- Aplicar metodologia de reposicionamento de drogas baseada em redes para a
detecgdo de potenciais drogas candidatas para reposicionamento em doengas
neuropsiquiatricas;

- Validar a metodologia utilizada utilizando rede de conhecimento sobre doencgas
inflamatdrias cronicas;

- Produzir uma lista curada das principais drogas candidatas para reposicionamento em

doencas neuropsiquiatricas e inflamatérias cronicas.
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5.3. Metodologia

5.3.1. Redes de conhecimento

As redes de conhecimento sobre as relagcdes entre doengas neuropsiquiatricas e
genes e entre doencas inflamatdrias e genes utilizadas neste capitulos sdo as mesmas
utilizadas nos capitulos 1 e 2 deste trabalho. Para este capitulo, foram feitas novas
buscas no WDD por drogas associadas as doencgas na literatura. Com essa rede, foi
possivel criar uma lista das drogas ja conhecidamente associadas as doengas na
literatura de modo que seja possivel encontrar drogas realmente potenciais para uso
inovador. Para isso, a partir dos genes das redes foram feitas ainda outras buscas no
WDD para a construgdo de redes de conhecimento conectando os genes buscados a
drogas. Dessa forma, foram utilizadas neste capitulo 3 redes de conhecimento distintas
para cada classe de doenga:
- rede de doencgas e genes (mesma dos capitulo 01 e 02);
- rede de doengas e drogas (drogas ja conhecidas);

- rede de genes e drogas (potenciais novas drogas para reposicionamento).

Em todas as redes, apenas relagdes encontradas em pelo menos 2 documentos
na literatura e com pontuacdo de confianga maior que 50 foram mantidas. Foram
obtidos também os identificadores individuais (PMIDs e PMCIDs) dos artigos em que
cada conexdo foi encontrada para que fosse possivel validar manualmente

associagoes relevantes para o reposicionamento de drogas.
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5.3.2. Genes coexpressos em doengas neuropsiquiatricas

Para o reposicionamento de drogas feito para doencas neuropsiquiatricas,
apenas genes exclusivos de cada doenga e que sao hubs em redes de coexpressao
génica de doengas neuropsiquiatricas foram incluidos. Mdédulos de genes coexpressos
em doencas neuropsiquiatricas foram obtidos a partir do material suplementar de
Gandal et al., 2018a. Foram incluidos apenas os genes hub de cada modulo. Para isso,
foi utilizado o valor de module membership (KME) de cada gene em cada mddulo e
apenas genes com kKME > 0,5 foram incluidos. O kME é igual ao valor de R de
correlagdo de Pearson entre a expressdo do gene e os valores de eigengene do
modulo nas amostras (LANGFELDER; HORVATH, 2008). O eigengene é o valor do
primeiro componente principal da expressao de todos os genes de cada modulo

(eigengene). Maiores detalhes em Gandal et al., 2018a.

5.3.3. Buscas no Open Targets

As mesmas redes de conhecimento obtidas por meio do WDD para doencas
neuroldgicas e psiquiatricas foram obtidas utilizando a plataforma aberta Open Targets
(CARVALHO-SILVA et al., 2019). Essa plataforma também permite buscas por termos
como genes e doencgas e retorna listas de relagdes entre esses termos e outros genes,
doengas ou drogas. Essas interagdes, diferentemente do WDD, forma estabelecidas a
partir de bancos de dados curados e leitura humana da literatura cientifica. Ha também
no Open Targets relagbes obtidas a partir de algoritmos de mineragdo de texto

(CARVALHO-SILVA et al., 2019). Apenas relagdes com pontuacdo do Open Targets


http://sciwheel.com/work/citation?ids=486535&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6683150&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6683150&pre=&suf=&sa=0
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maiores que 0,5 foram mantidas, para preservar o mesmo critério utilizado para o
WDD. Os scripts utilizados para as buscas e etapas de reposicionamento com o Open
Targets estao disponiveis em:

https://github.com/csbl-usp/OpenTargets_drug_repositioning.
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5.4. Resultados

5.4.1. Framework de reposicionamento de drogas por Medicina de Redes

A partir da rede de genes e doengas neuropsiquiatricas (Fig. 11A), foram
selecionados os genes exclusivos de cada enfermidade (Fig. 11B) e que também eram
coexpressos nessas doengas de acordo com Gandal et al., 2018a (Fig. 11B). Hubs em
redes de coexpressao sao potenciais alvos de drogas, uma vez que sua expressao
pode influenciar a expressao de varios outros genes (VAN DAM et al., 2018). Os genes
hub selecionados aqui foram obtidos de uma rede de coexpressao feita a partir de 700
estudos de microarranjo de RNA de tecido cerebral de pacientes neurologicos e
psiquiatricos (GANDAL et al., 2018a). Esses estudos também incluiram um numero
equivalente de pessoas saudaveis como controle.

Os genes selecionados foram entdo submetidos a uma nova rodada de buscas
no WDD para encontrar drogas associadas a eles na literatura biomédica (Fig. 11C).
Aqui também foram removidas as associa¢gdes droga-gene apoiadas por uma
pontuagdo menor que 50 e com menos de 2 documentos no WDD. Essa busca resultou
em 1.305 drogas. Uma vez que o objetivo dessa metodologia € o reposicionamento, ou
seja, o uso inovador de um medicamento ja utilizado para tratar alguma doenga no
tratamento de uma outra, todas as drogas ja conhecidamente associadas as doengas
neuropsiquiatricas na literatura (Fig. 11A) foram removidas da rede, deixando apenas
aquelas nunca antes relacionadas a essas doencas. Nesse passo, foram removidas
782 drogas previamente associadas as doencgas neuropsiquiatricas (Fig. 11D). Em

seguida, foram removidas também todas as drogas que afetam mais de um gene na


http://sciwheel.com/work/citation?ids=3174074&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4835882&pre=&suf=&sa=0
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rede (Fig. 11D), resultando em 523 drogas. Esse passo foi dado para que fosse
possivel, em seguida, fazer uma curadoria manual para validacdo das relacdes
individuais entre drogas e genes e genes e doengas remanescentes na rede. Nessa
etapa, 30% das 523 relagdes droga-gene remanescentes foram submetidas a curadoria
manual (Fig. 11E) para remogao de casos falsos positivos e priorizagado de drogas com
maior potencial para reposicionamento. E importante notar que a selegdo de 30% das
interacbes da rede obtida ndo constituiu uma avaliacdo da performance do WDD, que
nao era o objetivo do trabalho. Essa amostragem foi feita apenas para que fosse
possivel fazer uma curadoria manual de qualidade em um percentual significativo das
potenciais novas drogas oferecidas pelo framework. Para isso, cada documento
oferecido pelo WDD como evidéncia para as relagbes droga-gene e gene-doenga
foram lidos individualmente em busca de confirmacao ou refutagcdo da veracidade das
relagdes providas pelo algoritmo. A leitura dos artigos foi feita de forma a detectar nos
documento os trechos de onde o WDD poderia ter obtido a relagdo analisada e se a
relacdo de fato seria evidenciada pelo conteudo do documento. Por exemplo, a
seguinte passagem (O'BRIEN; WONG, 2011) foi corretamente utilizada pelo WDD para
determinar a relagdo entre o gene APP (proteina precursora amildide) e a doenga de

Alzheimer (“AD”):

“Genetic, biochemical, and behavioral research suggest that physiologic generation of
the neurotoxic AB peptide from sequential amyloid precursor protein (APP)

proteolysis is the crucial step in the development of AD.”


http://sciwheel.com/work/citation?ids=641709&pre=&suf=&sa=0
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No entanto, a seguinte passagem ilustra um caso de associacdo equivocada

estabelecida pelo WDD e que foi removida durante a curadoria manual:

“Genetic correlations between BOR and (i) BIP, (ij) SCZ and (iii) MDD were calculated

using the result files of the Psychiatric Genomics Consortium (PGC)”

Nesse caso, o WDD associou equivocadamente o gene PGC (progastricina ou
pepsinogénio Il) as doengas disturbio bipolar, esquizofrenia e depressao. No entanto, a
leitura do documento de onde a relagao foi extraida (WITT et al., 2017) evidencia que a
sigla PGC se refere a Psychiatric Genomics Consortium e nao ao gene progastricina.
Outros exemplos de equivocos cometidos pelo WDD em relagdes que foram
manualmente removidas nessa etapa do framework estéo listados na Tabela 04.

Com as drogas remanescentes apds a remogao dos casos falso positivos, foram

feitas buscas no DrugBank (https://www.drugbank.ca/) (WISHART et al., 2018) para se

descobrir possiveis ensaios clinicos em andamento envolvendo essas drogas e as
doengas neuropsiquiatricas (Fig. 11E). Alguns ensaios clinicos n&o sdo imediatamente
publicados na literatura e podem, em teoria, escapar ao escrutinio do WDD na busca
por drogas ja conhecidamente associadas a doencgas. Essas buscas foram feitas
diretamente no site do DrugBank buscando pelo nome da droga no campo de busca e

acessando a sec¢ao de testes clinicos existente no site. O DrugBank foi utilizado por ser


http://sciwheel.com/work/citation?ids=4155796&pre=&suf=&sa=0
https://www.drugbank.ca/
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4936695&pre=&suf=&sa=0
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uma referéncia confiavel de informagdes pertinentes a drogas citado por mais de 500
outros artigos apenas no PMC Open Access e desde 2018.

Por fim, foi realizada uma busca aberta na literatura cientifica, por meio da
leitura direta de artigos, para priorizagao das relagdes droga-gene-doenga com maior
potencial para reposicionamento (Fig. 11E). Para cada relagdo, buscou-se
compreender como cada droga poderia potencialmente afetar o gene alvo de modo que
esse efeito fosse terapéutico para a doenga em questdo. Drogas que apresentaram
evidéncias promissoras de um mecanismo viavel para tratamento das doencgas foram
selecionadas. A sessao a seguir detalha os resultados mais promissores encontrados e
discute cada um deles baseado nos artigos encontrados a partir da busca aberta de
literatura realizada. Os scripts utilizados para realizar o framework estao disponiveis em

https://github.com/csbl-usp/WDD _drug_repositioning.
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Tabela 04. Exemplos de erros cometidos pelo WDD detectados nas relacdes
droga-gene-doenga selecionadas para curadoria manual de selecdo de potenciais

drogas candidatas a reposicionamento em doenga neuropsiquiatricas.



Psychiatric and neurological disorders (PNDs)

A 1 ;

2 documents 2 documents
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—— Exclusive genes

of each PND

PND Drugs - WDD PND Genes
9 50% confidence 50% confidence
D
l Coexpressed genes
in PNDs
remove drugs remove known (Gandal 2018)

with > 1 targets PND drugs

Y
Exclusive coexpressed
genes

D

50% confidence

J— C - '
_ 2 documents WD

Potential novel PND Drugs Drugs affecting Drugs affecting
one or more targets exclusive coexpressed genes

i@ Disorder () Gene @ Drug:

Pubmed o
Drug prioritization

PMC Open Access

DrugBank
validate gene-PND validate drug-PND
validate drug-gene open literature search

Selected drugs

Figura 11. Framework de reposicionamento de drogas por Medicina de Redes. A.

busca por genes e drogas associados a doengas neuropsiquiatricas. B. Selecédo de

genes exclusivos e coexpressos nas doencgas. C. Busca por drogas associadas aos

genes selecionados. D. Remogao de drogas ja associadas as doengas e drogas que

afetam mais de 1 gene. E. Curadoria manual para remogao de intera¢des falsas e

selecdo de drogas com maior potencial de reposicionamento para doengas

neuropsiquiatricas.
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5.4.2. Reposicionamento de drogas para doengas neuropsiquiatricas

O framework apresentado acima foi entdo aplicado para a descoberta de
potenciais novas drogas para tratamento de doengas neuropsiquiatricas (Fig. 12 e Fig.
13). Apds todos os passos, foram priorizadas 62 drogas que afetam 31 genes
associados a 8 doengas neuropsiquiatricas (Tabela 05). As buscas no DrugBank e na
literatura revelaram que 18 dessas drogas ja haviam sido associadas a doencgas
neuropsiquiatricas em artigos ou testes clinicos, sugerindo que os critérios iniciais de
triagem podem ter sido muito rigorosos. E possivel que essas relacdes tenham sido
recuperadas pelo WDD, mas perdidas apds a remocao de interagcdes com pontuacao

menor que 50 e com menos de 2 documentos de evidéncia.



104

L9PTETLE BUlPAN| ON] 1oNqIyul THOOY THO0YH 00TT VH|
L,2508sIp S Jaliayz)y ul me) jo uonekioydsoydiadAy Buimojre 1O Sassaiddns egyT-YNYHOIA, ON 10MqIyul THOOY! 208 ZSTTH|
T3AONW TYININY/STA yul T-X02| 1s91d AIXO23ATVA
wﬁomcmw\ﬂog& LJUonewiwe juiomnau padl :U:,.Ua;;_m.ﬂ u d.WmMcmm\Axcofu\mu 10j 8|01y, JAILDIJSOHd/SIA J0qiyul T-XO 2| 1S91d aIxXoovdaIinNT|
VILNIW3Q 40 %SId 30Na34 AVIW/SIA yui T-X02| 1s91d gIX021H0 13
L6V15/8Z 3UIIPIW AIUaA3S 35E3SIP PUE S|3A3] T-|I USIMIS] UONRISLI0D S1aAUl ON| uoissaidxa QW sassaidns — sonqiyul 63AD) TIOW 6TSLLY|
ue Buieanal ‘suawiaads (eI (Y UeWNY Ul pajebisanul sem sixe HpO-T-12N au) Jo aouedyiubis feaiulf ay L, IAILDIISOH/SIA] uoissaIdxa T1D Sassaidns — JoIGyul 3SeIaIs elwed, T10W ¥T0V80E0 d)|
L£928V8Z 8UIIPAN O Ul 8uIPap 8AnIubo| ON]| lojennde QSddni aSsddNI SZIT-XOV|
yym paseardap pue abeys Apea ay ui pajeas|a sem uoissaidxa YNHW SddNI ey paysabbns synsai inQ,
9/ZT8L8T UIPSN ,3583SID ON uoissaidxa uialoid 5y¥dSH sasealoul SYdSH AN3NTOLOYLINIYL|
sJawiByz|y e ] o) Anjiqr 'S 1 Kew SYdSH bur ufjod Jaj0woNd, JAILI3dSOdd/STA uoissaidxa uigl0id SYJSH saseasu| SYdSH F1V.130V NIN3"0ddN3
1508682 BUNPA ON| uononpoid undauoIqY SHAIYU| NS INOLSIHIYNO!
.susodap Jalliayz|y ujuasald ale updauoiqy pue ‘Al uabe|jos ‘ujulwe] ‘Uedalad ‘pIOJALR JO SWO) AURW U] SY, ON el apueak|iediunuy INd JAINVZYIOL|
_ JIXOLUS3A undauoiqy 01 uoisayape |30 sHqiyul TNd 3NINVSOONTOTALIOV N 3SY3SIA SHIWTHZ TV
S20/S02Z” AUI[P3N ,AWOIPUAS UMOP 1M USLIOM) ON lonquyul TVZTdAD)| TVLIdAD| T3INOYILIAIS] N
U1 3SBASIP 5.5WIBUZ|Y JO13SUO UM PIIRIO0SSE ale Sauab 0Std BWOIYI0ID GTIAD PUR LTdAD Ul SIUBLRA,| ON| YUl TYLTdAD) TVLIdAD| 3NOY3LYHO
_ 1VH/S3A Jonqiyul YT4So| YT4SD| €295-X1d|
298LY/9Z dullpaN ABojoured a)i|-s suwisuz|y ON YT4SD hue gy [euojdouou Y1489 avYWNZNLOVYAI|
Jo uoissaiboid ayy syuaaaid pue uonessyioid fejBosaiw sygIyul ¥T4S 0 Jo bunabire) jeaibojooeuieyd, ON 1ouquyut Y14SD| UT4SD)| 0/Sb29819IWIHD|
_ LVH/S3A HT4SD| HT4SD| GINILIVAIX3d
8EB09.LrZ BUIPAN ON| Jouqiyul TOLYD| jtelkle] 625 d|
Sabeys pajejas-aseas|p sJawiayz|y Auea je pare|nfiaiap wesboid jeuonduasuen e sajeagoe [aU0),|
T6VYPISLZ Bullpajy Jusunean) ON|g3p pue zgyp suubaiul suswwipoIalay ay jo uungns 4g 1surebe Apoqaue| THAD| AYWNZIN0H L3l
85easIp s JawWisyz|y uliebie njesn e 8q Aew Auagoe TYPO-0/0dY [euuou mm_ca_.cac._ eyl moys synsai asay ., NOILIGIHNI OVIN VINSIA Janqiyul YOvW pue Tas™| THAD| 3AI™HOTHOOYAAH ININOYIADTANYYL]
2S086LTZ SUIPAN sy [sseasip s jawiayz)y| AN3LVd/SIA €€Q0 hue gy [euojouou j3lele] GYWNZNLNM
JasuQ aje] a0l YIM SiuRIRA €20 PUR TYHJT JO ay poddns eepIng, ON| €E0D hue gy [euojrouow £€a9| NIDINY9D0ZO0 avYWNZNLA39|
YTSGE06T QUIPBIN ,2S235ID JBLIALZ]Y Ul 10dadal Buisuas-wnio[ed ayy 10j ajol & Bupoddns asuapia3, ON| 1siuoBeRIUR YSYD) dSvD) 1343 TVIVYNOY|
STTTL9EC BUlPa ON] Jongiyul TND1D| TNOTD| QIDY JIOYHLNY-6| 3SY3SIA S.NOLONLINNH
WYNYW (T-D19 10j 3uaB) Tu9|D e10) Ul uonanpai Buipuodsanod e pue Buijds Jadoidwi A pasiwioiduwiod
SBeM BJ9SNW 3523SIp UoIBUNUNH Ul ‘T-D]D '[BUUBYD SPUOJYD 3[9SNLU BUL JO UOISSaIAXa aUl 'SIUY UIM JUBISISU0)D),,
1] | dode d
8v02S/9T QUIRI .3SLasIP S Uosubyeg ul auab (THYIS) T Bojowoy m_Ewlwgm Ul USA3S 3 JO SISA[eUR UORRINA, SNOIOYIId43INI 3A0H/SIA| wsiuey23aW THYIS-HAdVO BlA sisaldode sjuasal THVIS| dYOINO| 3SV3SIA S.NOSNIRVd
01 S3INGLIU0D Kqissod SIY) pue IS A pue ccc..uu..nps:wwx:__ si Uoissaidap rey) aziseydua ON Jonquut d 13| d13s| BYANOVIONI
siuaned pasoubeip AiMau Ui 91 - pue 4zad? Se ||am Se JopaD pue 0ya2) PaleAs|a Lim sBuipuy InQ, ON| Jouqiyul 413s d13S] JNGTEOXTHT
ON| Jonqiyul 6TIZdAD| 6TIZ2dAD) 310ZVHdOSNYT-+)-Y|
G7BZTBOT aulIPa BIUaIydozIos 10 Uoissaidop yim s1uated uy NOISSTdIA SISNYIISIA 10NAIYUI 6TDZAAD) 6102dAD) 310Zvdd3IN0ST
o o rip oy e 110 wbuai Aq b Avitichy NOISS34d30 SISNYIISIA 1oHqIUI 6TOZAAD) 6102dAD ECREY NOISS3dd3a
are ue 0 swsiydiowAjod Jazijoqeraw Jood SWOJYOOIAD JALIBYM PAIRNIRAS 3 e
BTIZAAD PUR 9QZdAD X i I joge; (dAD) 05¥d Iy IayM p \_ M., ON| JOMAIYUI 6TOZAAD) 6TD2dAD 310Z¥NIHAYSINS,
LTBEZSOT 8ulpaiy SHINITHZTV HOH Il ISYHJ/ON| 1siuobelue ZowHaY| 22Zvday| TPLZT-WHO|
uoissaidap o) pajejai sabueyd jo juawdojanap ay) ajowoid 0} pawaas uoissaidxalano Hy-Jzeydpe,
T1.85196¢ BUlPaW| ON uBUNJ premul ZENDY Sisife ‘suriquisw woy buliaisanbas gd|d| CCNOX NIDAWO3N
T'zi5 Jo samuadoid jauuey? a|buIS aUl SIDa)Y PUBGOld 1SNy UR Ul PAYIUSP| UOEINW ZFNDY [9AON V,
_ ON| €T hue gy [euojaouow eT BYNNNOTVYL
08T0L0ZZ 3U!IPAN WISNNE Ul pasea13p 313M £T-7| JO S|3A3], ON €171 hue gy [euojdouowl €T AYIWNZIMH¥EIT,
_ ON| Il PAINPULET I €T NIQINYSOT1V| WSILNY
P12L88ET BUlPAN| ON NSV NIDAWISNILV1d|
(50°0>d) uaipjiyo jonuod yum paredwod uaippiya onsnne ulsaybiy Apuesyiubis aiem se4-s Jo sj@As] By, ON| NSY4 JAINYNIZVHAd|
989¥SL9T AUIPAN ,S1apI0S|p LUNNIads wsine ul suopeinl HTYNIVO. ON JaydojqjusLnd u.mz.:_ HTYNOYD| HIVYNOVD| 31VL30V 3NId3ZVEHvOIIS3|
T06668LC 3UIP3W .S12pI0sI] ON| 1s1uobe YHY| YHY| CETTZ QIO X0l1Ssq|
wnnoads Wsiny Jo AUaA3aS auyl UM SIUBLRA 3Ua9) pale|ay-J01daoay UogeaoiphH 1Ky jo 190SSY,|
_ ON SWVYJV3IQ hue gy [euojoouow SWVOV30| AVINOWNLIDYY|
S/T/69SZ QUIIPaN (18 Ul pasealul s1 Y30 Jeuy sisabbns Apmis sy, ON| SIWVYOVY3D fue gy [euojpouoLl SWVYOV3D)| GYWNZNL38Y1 Y3adosia yviodig
ON Apoqyue oyads-1q eeAIVYID) SWYIV3D) S95-103N|
9TZFTSS BOOWd| JAILD3JSO™d/SIA] Rujiqeawsad [elayiopua paonpul unsisal SHaiyu| N13d Y 3AINOOMNIO|
_eNUSWSP Ul AIS8g0 pue sisyew A 1l YUIM UDSISa] pue unda) ‘ugasuodipe JO UONRIZOSSY,| VILNIW3a
— JNILI3dSOdd/STA VEAS 01 spulq; YZAS| WYL30VHIL3ATT
0Z8LTOEZ duIpaly 21ua1ydoZIoS UM PaleIdosse S| YZAS auab mB_mm|> andeuss au e LUoneLRA JNBUSY),| on VZAS 01 Spulg vens WYLIovevAYE
00T68YY 202Ud 6Y9D'1S 10} uoisuspadAy INILOIASOUd/STA Jonamut (11419) 6v901S 6¥901S| XN9II6LINE-INN|
pue viu21ydoziyos pue 'gygD1S 10) SI3PIOSIP [213[8}S0INISNLL ‘UORRpIR)al [BlUaLL ‘SwoIpuAs Louaiyap
auneald are asay) ‘A|leoyioads “papodal usaq aaey siaquiaw AJIure) 911S JO SUOKRIOOSSE 3SBASIP *SNOIBWNN, |
ON| Jong g4490d| 94490d 66671X|
~. ON Jonqiyur g449ad g4490ad 0zT14919|
i} dn-
ETPTPSBT AUIPAN .ZOS WIM PAleosse ale §490d 40 UoIDal Weansdn-G 3yl o SINS 12yl 9pNjpUed M, ON 4490d a4490ad AINILYANNY|
_ ON]| Jonquyur g449ad a4490ad GINILNANYL|
T6ET6£6Z BulPa 21usudoziyos jo ABojoisiydoyed ON| Jougiyu 11440 T14dO 0v09vZ-X 18|
8y ul waysAs 10jdsoa1 undadioou sy} Jo JUSWSAJOAUI 8} 10} uogepunoy ay apinoid sBuipuy esay],|
221968£2 BUlpaW ON 1siuoBeIe Ved L H VEHLH Noul3siyzl ~— YINIUHAOZIHOS
Siuaunean PaIRI2|OL- 3 30 01 Waas SINY-HELH-G pue *eluaiydoziyas yim siuaned ul sjonuod)
uey) ( aAnebau d au uo [eYaUBq BIow SI ARIBU) UO-PPE S| NV-HE L H-G,|
1506E09T 2UIIPS . 2u8D Sy 81 PUR BIZIUC0ZILIS USBMISG SUONBID0SSE RGBS © JO SBUIpUY INO, ON| 9V Nue gy [2uojaououw OV 02E652-3S9)|
ON| Jonqiyul zagy3 2gg43 YILvZL dD|
ON| ajebnluod rewosodi-Apoanue pajabrer-zy3H 28843 ZOE-WI|
296605 BO2Wd . "uoissaidxa [eiua.ydoziyas ul pareinbaisial T2SIq| ON 29943 hue gy [euojdouow 2gg943 YWOXVINNLYT
sareinbas Aemured £/29W3-TOUN 80U B 1Y Bunsabbns ‘g/zgai3 Aq pareipaw Ajuewud sem10a)s si™,| ON Jouqiyul Zggy3 2ggy43 dINLLIFENA|
JAILO3dSOHd/STA 29943 hue gy [euojpouow 2gg43 INISNVY.LNI GYIWNZNL1SYY1-0aY|
ON| (ongiyul Y3H-ued) Jouqiyui 2agy3 28843 08 IV
FONILNIS ITdAVXI IONIFYIHTYH ISVYISIA-INTD ANd H1IM NOLLYIDOSSY SNOIAIdd 193443 9N¥a] 3IN3IO 139UVL] onyqg 3sv3sia




105

Tabela 05. 63 drogas priorizadas para reposicionamento em doengas
neuropsiquiatricas obtidas pelo framework de reposicionamento de drogas apresentado

neste capitulo.
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Para demonstrar que o framework de reposicionamento proposto também
poderia ser utilizado em outros bancos de dados de interagdes entre genes, drogas e
doengas, a base da dados Open Targets (CARVALHO-SILVA et al., 2019) foi utilizada
para recapitular as buscas feitas no WDD. A partir do mesmo método ilustrado nas
Figuras 11A a 11D, foram obtidas 4.670 drogas. Dessas, 91 drogas foram comuns entre
o WDD e o Open Targets (Tabela 06). Essas drogas representam apenas 17% das 523
drogas potenciais obtidas pelo WDD e 2% das drogas obtidas pelo Open Targets.
Devido a existéncias de nomes de drogas sindbnimos (que sao consolidados no WDD),
as associagdes obtidas no Open Targets incluem muitas interagcbes droga-gene
redundantes, o que explica a grande quantidade de resultados em comparagao ao
WDD. No entanto, a grande quantidade de drogas exclusivas encontradas em cada um
dos bancos demonstra uma baixa sobreposi¢cao das informagdes entre eles. Isso indica
gue ha potencial para unificacdo entre as bases de dados e criagcdo de um banco novo
contendo maior cobertura do conhecimento sobre as relagdes entre genes, doengas e

drogas.


http://sciwheel.com/work/citation?ids=6683150&pre=&suf=&sa=0
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WDD (50% confianga, 2 Open Targets (Overall
documentos) Score >=0.5) Comuns

Total doengas-genes 1588 748 272
Total doengas-drogas 772 459 245
Genes exclusivos 1000 513 93
Genes exclusivos
COexpressos 444 201 50
Drogas afetando gene
exclusivos 1305 8796 515
Drogas afetando um sé gene
exclusivo 523 4670 91

Tabela 06. Comparagdo de resultados obtidos ao aplicar o framework de

reposicionamento nos dados obtidos pelo WDD e pelo Open Targets.
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Casos promissores de drogas que afetam genes ligados a doenga de Alzheimer,
esquizofrenia, disturbio bipolar e autismo estao ilustrados na Figura 12 e sao discutidos
a seguir. Drogas promissoras associadas as demais doengas neuropsiquiatricas estao
ilustradas na Figura 13 apenas.

Dois anticorpos monoclonais anti-CD33, gemtuzumab ozogamicin e lintuzumab,
foram identificados como promissores candidatos a reposicionamento de drogas para
doenga de Alzheimer (Fig. 12A). O lintuzumab (também encontrado no Open Targets) é
capaz de reduzir em 80% a expressdo de CD33 na superficie celular de microglia
(MALIK et al., 2015). CD33 esta envolvido na resposta inflamatoria associada a cascata
amiléide na doenca de Alzheimer (CLAYTON; VAN ENOO; IKEZU, 2017). O gene de
CD33 possui um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) que protege contra o
desenvolvimento da doenga de Alzheimer (rs12459419T) (MALIK et al., 2013). Esse
SNP leva a producdo de uma isoforma de splicing de CD33 em que falta o exon 2 e
que nao é funcional (MALIK et al., 2013). O tratamento com anticorpos anti-CD33 pode
mimetizar esse efeito ao diminuir os niveis de proteina CD33 e reduzir os a
neuroinflamacgéo associada a micréglia. Drogas que afetam o gene do receptor de fator
de estimulagao de colénia 1 (CSF1R) apresentam um potencial similar (Fig. 12A). Esse
gene em particular é essencial para a sobrevivéncia da microglia no cérebro (SOSNA
et al., 2018). Tratamento com inibidores de CSF1R em camundongos leva a redugao
do acumulo de placas amiloides mediado por microglia (SOSNA et al., 2018) e previne
o desenvolvimento de sintomas do tipo Alzheimer devido ao efeito antiinflamatério

causado pela inibicdo da proliferacdo da micréglia (OLMOS-ALONSO et al., 2016).


http://sciwheel.com/work/citation?ids=233692&pre=&suf=&sa=0
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Aqui, foram encontradas duas drogas — JNJ-40346527 (inibidor de CSF1R) e
Emactuzumab (anticorpo monoclonal anti-CSF1R) (Fig. 12A) — as quais tém sido
usadas extensivamente no contexto da oncologia (RIES et al., 2014), mas nunca para
tratar a doenga de Alzheimer. Ronacaleret, um inibidor do receptor sensor de calcio
(CASR), também poderia mitigar os efeitos deletérios da cascata amiloide. CASR é
expresso por astrocitos e é responsavel por detectar a concentragéo de Ca?* na fenda
sinaptica. Oligbmeros de amiléide-B extracelular ativam CASR, o que induz a
acumulagao e secregdo de mais oligbmeros, liberagdo de 6xido nitrico e expressao do
fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) (DAL PRA et al., 2014). Essa série
de eventos leva a morte neuronal, ao passo que poupa os astrocitos, que continuam a
realizar a cascata amiloide (CHIARINI et al., 2015). Impedir que essa via ocorra ao
inibir CASR pode reduzir a morte celular e diminuir a velocidade da progressédo da
doenca de Alzheimer.

Alguns dos genes associados a esquizofrenia também foram alvos promissores
de drogas para reposicionamento (Fig. 12B) e foram encontrados no WDD e no Open
Targets. O gene ERBB2, também conhecido como receptor do fator de crescimento
epidermal humano 2 (HER2), €& essencial para a via de sinalizagdo por
neuregulina-ERBB (NRG1/ErbB) e é alvo de seis drogas — trés inibidores (AC-480,
mubritinib and CP724714) e trés anticorpos monoclonais (trastuzumab, ertumaxomab
and MM-302) (Fig. 12B). Essa via esta relacionada a esquizofrenia devido a sua
relevancia para transmissdo e plasticidade sinaptica (BUONANNO, 2010). A

sinalizagcao por NRG1/ErbB também esta envolvida na iniciagdo da mielinizagao por


http://sciwheel.com/work/citation?ids=86301&pre=&suf=&sa=0
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oligodendrocitos (CASSOLI et al., 2015). A inibicao de ErbB1 tem sido proposta como
uma potencial abordagem antipsicética (MIZUNO et al., 2010) e o anticorpo monoclonal
anti-ErbB2, trastuzumab, ja foi sugerido para o tratamento de esquizofrenia (SASTRY;
SITA RATNA, 2004). Aqui, também foram encontrados inibidores de SLCG6A9
(transportador de glicina 1) como candidatos a uso nessa doenca (Fig. 12B). A
bitopertina e o PF-03463275 inclusive ja estdo em fase de teste clinico
(BUGARSKI-KIROLA et al.,, 2016; D’'SOUZA et al., 2018). Dois anticonvulsivantes,
levetiracetam e brivaracetam, que atuam na glicoproteina de vesicula sinaptica 2A
(SV2A), também s&o promissores (Fig. 12B). O levetiracetam se mostrou capaz de
melhorar a cognicdo em um modelo de esquizofrenia em ratos. Ja o brivaracetam
nunca foi testado para o tratamento de esquizofrenia, o que o torna um candidato
atrativo para o reposicionamento.

Dentre as drogas relacionadas as demais doengas neuropsiquiatricas (Fig. 12C
e Fig. 13), destacam-se aquelas que agem sobre a IL13 para o tratamento de autismo
e sobre a molécula de adesao celular relacionada ao antigeno carcinoembrionario 5
(CEACADS5) para distuarbio bipolar (Fig. 12C). IL13 tem sua expressdo aumentada em
linfocitos T de pacientes com autismo (ASHWOOD et al.,, 2011), e exerce fungao
inflamatdria via quitinase acida de mamiferos (AMCase) (ZHU et al., 2004). Dois
anticorpos monoclonais anti-IL13 — lebrikizumab e tralokinumab - e um inibidor de
AMCase — allosamidin - foram encontrados neste trabalho (Fig. 12C). Nenhuma dessas
drogas foi testada anteriormente para autismo. A proteina CEACAMS5 esta aumentada

em pacientes bipolares durante a fase de mania (BULUT et al., 2019) e o litio é capaz


http://sciwheel.com/work/citation?ids=1639919&pre=&suf=&sa=0
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de reduzir esses niveis (ASAD-UR-RAHMAN; SAIF, 2016). Dois anticorpos
monoclonais anti-CEACAM5 e um anticorpo biespecifico para CEA/CD33 com
potencial para uso no tratamento do disturbio bipolar foram encontrados tanto nos
dados obtidos pelo WDD como nos dados do Open Targets (Fig. 12C). Apesar de nao
ser certo que os niveis aumentados de CEA no soro de pacientes bipolares seja um
dos causadores ou uma consequéncia da doenca, reduzir os niveis de CEACAMS pode

ser uma terapia promissora.


http://sciwheel.com/work/citation?ids=1853833&pre=&suf=&sa=0
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Figura 12. Reposicionamento de drogas para doengas neuropsiquiatricas. A-C.
Drogas com potencial de reposicionamento para doenca de Alzheimer (A),

esquizofrenia (B) e autismo e disturbio bipolar (C).
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Figura 13. Reposicionamento de drogas para doengas neuropsiquiatricas nao
discutidas no texto. A-C. Drogas com potencial de reposicionamento para depressao

(A), doenga de Parkinson (B) e deméncia (C).
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5.4.3. Reposicionamento de drogas para doencas inflamatérias cronicas

Para validar o framework de reposicionamento de drogas desenvolvido a partir
da rede de doencas neuropsiquiatricas, o mesmo procedimento foi aplicado para a rede
de doengas inflamatérias cronicas. Partindo da rede inicial que contém 1351 genes
relacionados a doencas inflamatorias cronicas, foram encontrados 827 genes
exclusivos, ou seja, genes que estao relacionados a apenas uma das 27 doencgas. Para
as doengas inflamatdrias cronicas nao foi realizada a selegao de genes hub em redes
de coexpressdo génica obtidas a partir de pacientes e controles. Uma vez que as
doencas inflamatérias crbénicas estudadas aqui afetam muitos tecidos diferentes e
também por que foram selecionadas muitas doencas para esse estudo, nao foi possivel
encontrar analises de redes de coexpressao representativas de todos os grupos de
doencas. O desenvolvimento de um estudo desse tipo a partir de dados publicos se
abre como uma perspectiva para o futuro.

Os genes exclusivos de cada doenga foram entdo submetidos a uma nova
rodada de busca no WDD para encontrar farmacos que tém efeito sobre eles relatado
na literatura. Dos 2367 farmacos encontrados, 534 foram excluidos por terem sido
previamente associados a doengas inflamatodrias cronicas segundo as buscas no WDD.
A partir desses 1833 farmacos potencialmente inéditos, foram excluidos também
aqueles que afetam mais de um gene, chegando-se a uma lista com 889 farmacos que
afetam 276 genes exclusivos. Em seguida, 25% da lista com 889 farmacos

potencialmente inéditos foi curada manualmente seguindo os passos detalhados
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anteriormente e utilizando os mesmos critérios aplicados para selecdo de drogas
potenciais para reposicionamento em doengas neuropsiquiatricas.

Apds os passos de curadoria manual das relagdes selecionadas (remogao de
relagbes falso positivas, buscas no DrugBank e revisdo aberta da literatura), foram
selecionados 117 farmacos relacionados a 16 doencas inflamatérias crénicas que
possuem potencial para reposicionamento (Fig. 14 e Tabela 07). A seguir, estdo
destacados os compostos com potencial de reposicionamento para artrite, osteoporose
e psoriase obtidos a partir da estratégia de reposicionamento de drogas por Medicina
de Redes (Fig. 14). As drogas selecionadas para as demais doengas estdo
apresentadas na Tabela 07.

Destacaram-se, para artrite, drogas que afetam os genes da isoforma gama da
subunidade catalitica da fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase (PIK3CG), da proteina
quinase 14 ativada por mitdgeno (MAPK14) e da proteina fosfatase de especificidade
dupla 2 (DUSP2) (Fig. 14A). Foi demonstrado in vitro que a expressao da PIK3CG em
fibroblastos sinoviais de pacientes com artrite reumatdide € aumentada e que essa
proteina regula a destruigcdo de articulagbes mediada por fibroblastos (HAYER et al.,
2009). Isso sugere que a inibicao de PIK3CG pode diminuir a destruicdo da cartilagem.
A PIK3CG também esta relacionada a regulacdo da produgao de IL-17, citocina pré
inflamatdria envolvida em doengas autoimunes como a artrite (BERGAMINI et al.,
2012). O AS605240, inibidor seletivo de PIK3CG encontrado neste trabalho (Fig. 14A)
pode ser apontado como um farmaco com potencial de reposicionamento para o

tratamento de artrite. AS605240 administrado juntamente com colageno Il em modelo


http://sciwheel.com/work/citation?ids=9598037&pre=&suf=&sa=0
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murino de artrite levou a redugdo de sinais clinicos e histologicos de inflamagao das
articulagbes (DOGGRELL, 2006). Além disso, o outro inibidor da mesma proteina
encontrado aqui, duvelisib (Fig. 14A), ja foi submetido a ensaios clinicos de fase 2 para
o tratamento de artrite reumatdéide (VERASTEM, INC., 2013), reforgando o potencial
desse alvo para o tratamento da doenca. A inibicdo da MAPK14 também vem sendo
testada em modelo murino de artrite reumatéide (JACKSON; BULLINGTON, 2002; SHE
et al., 2018). Tropisetron (CHEMBL56564) (Fig. 14A) € um inibidor serotoninérgico cujo
efeito antiinflamatério € mediado pela MAPK14 (STRATZ et al., 2012). A injegédo de
tropisetron em 40 pacientes com tendinopatia promoveu melhoria imediata e apds 3
dias no quadro de dor (STRATZ; FARBER; MULLER, 2002). Os farmacos tirofiban e
eptifibatide também foram selecionados como candidatos a reposicionamento para
artrite (Fig. 14A). Apesar de terem sido relacionadas ao gene DUSP2 (também
identificado como CAP1) nas buscas pelo WDD, estas drogas atuam como inibidores
reversiveis dos receptores de glicoproteina llb/llla (CURRAN; KEATING, 2005;
HASHEMZADEH et al.,, 2008). Seu mecanismo de agdo consiste em impedir a
agregacao plaquetaria por meio da ocupacéo do sitio de ligagao da glicoproteina llb/llla
que levaria a formacdo do complexo ativado dessa proteina com DUSP2
(HASHEMZADEH et al., 2008). Ativacao plaquetaria e de leucdcitos estao relacionadas
com o desenvolvimento de doencgas inflamatdrias crénicas como a artrite (BUNESCU et
al., 2004). Além disso, foi demonstrado em modelo murino que as plaquetas
contribuem para a ades&o de leucdcitos ao endotélio na arterite (SCHMITT-SODY et

al., 2007), favorecendo a inflamagcdo mediada por IL-1 (BOILARD; BLANCO;
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NIGROVIC, 2012). Desse modo, inibir seletivamente a formagao plaquetaria por meio
do uso de farmacos como trifoban e eptifibatide (Fig. 14A) poderia reduzir as interacdes
celulares entre leucécitos e o endotélio dos vasos, indicando seu uso como possivel
complementacao terapéutica para artrite reumatoide (SCHMITT-SODY et al., 2007).
Para o tratamento de osteoporose, destacaram-se farmacos que afetam dois
alvos: aldeido desidrogenase mitocondrial (ALDH2) e proteina 3 de ligacao ao fator de
crescimento semelhante a insulina (IGFBP3). Foi demonstrado em modelo murino
transgénico que a inativacdo de ALDH2 compromete a osteoblastogénese (HOSHI et
al., 2012). Estudos GWAS evidenciam uma relacéo entre o SNP rs671 no gene ALDH2
com fraturas de quadril e osteoporose (CHEN et al., 2014; TAKESHIMA et al., 2017).
Daidzin (Fig. 14A) é o principal principio ativo do fitoterapico tradicional chinés Radix
puerariae, que € comumente usado para tratar alcoolismo e cuja agdo se deve a
inibicdo de ALDH2 (KEUNG; VALLEE, 1998; KIMURA; YOKOYAMA; HIGUCHI, 2019).
Apesar de esse composto inibir a ALDH2, foi demonstrado in vitro que o ele promove
proliferagdo e diferenciagcao de osteoblastos via aumento de sintese proteica (JIA et al.,
2003; SUGIMOTO; YAMAGUCHI, 2000) de forma dependente da expressao do fator de
transcricdo 2 relacionado a runt (Runx2) (PHIMPHILAI et al., 2006; YU et al., 2017) e
também foi capaz de prevenir perda 6ssea em um modelo de rato ovariectomizado
(KOMRAKOVA et al., 2009). O gene IGFBP-3 esta relacionado a homeostase de
glicose. Em um estudo recente, o complexo de fator de ligagdo a insulina | (IGF-I)
recombinante humano (rhlGF-l) com sua proteina de ligacdo natural IGFBP-3 foi

infundido por 2 meses em pacientes com fratura recente de quadril. Esse tratamento
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trouxe beneficios na recuperagao dos pacientes (BOONEN et al., 2002). Nimotuzumab
(Fig. 14B) é um anticorpo monoclonal encontrado neste trabalho que regula
positivamente a expressao de IGFBP-3 via inibicdo do receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) (ZHAO et al., 2012a, 2012b). EGFR ja foi indicado a partir de outra
abordagem de redes de interag&o proteina-proteina como alvo em potencial para tratar
osteoporose (ZHANG et al.,, 2016). Sua sinalizacdo é importante para manter a
populacao de células osteoprogenitoras em estado indiferenciado, ja que sua ativagao
nessa fase atenua a expressao de marcadores 0sseos precoces como O Runx2
(KAWANE et al., 2018; ZHU et al., 2011), cuja expressao é essencial para disparar o
desenvolvimento de osteoblastos imaturos (MARUYAMA et al., 2007). Ao inibir EGFR,
o nimotuzumab pode levar ao desbloqueio da expressao de Runx2 e de IGFRP-3,
direcionando o destino dos osteoblastos para condicbes que favorecem a formacéao
ossea.

Farmacos que afetam o receptor do peptideo-1 semelhante a glucagon
(GLP1R), o horménio de liberagao de corticotropina (CRH) e a ornitina descarboxilase
1 (ODC1) se destacaram como candidatos a reposicionamento para psoriase. Assim
como para osteoporose, a regulagéo da insulina também foi relacionada ao tratamento
de psoriase. Agonistas de GLP1R configuram uma abordagem moderna para o
tratamento de diabetes e também levam a melhoria da psoriase em pacientes
diabéticos que apresentavam a doenca de pele como comorbidade (FAURSCHOU et
al., 2014). Dulaglutide e semaglutide (Fig. 14C), ambos agonistas de GLP1R,

apresentam potencial para tratar psoriase, pelo menos quando ocorrendo em


http://sciwheel.com/work/citation?ids=5437074&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9598144,9598145&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9598147&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=67033,9598149&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9598162&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=98069&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=98069&pre=&suf=&sa=0

120

comorbidade com a diabetes. Esses farmacos estimulam a liberagao de insulina pelas
células beta pancreaticas de forma dependente de glicose e inibem a liberagdo de
glucagon pelas células alfa pancreaticas (DRUCKER; ROSEN, 2011; FAURSCHOU et
al., 2014). A mesma eficacia dos medicamentos ndo pdde ser observada em pacientes
resistentes a insulina (FAURSCHOU et al., 2015), reforcando a integridade das células
beta pancreaticas como requisito para esse tipo de tratamento. Além disso, GLP1R é
expresso por linfocitos T natural killer invariantes (iNKT) em placas psoriaticas. O
tratamento dessas células com agonistas de GLP1R inibe a liberagédo de citocinas pro
inflamatorias (FAURSCHOU et al., 2013; HOGAN et al., 2011), diminuindo a inflamacéao
local que desencadeia a psoriase.

Transtornos de humor como ansiedade, depressao e estresse também foram
associados a ocorréncia de psoriase (TAKESHITA et al., 2017). Sabe-se que um dos
horménios secretados sob condigdes de estresse € o CRH. Também é conhecida sua
influéncia sobre o eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal e consequente participacéo na
construgcdo da conexao cérebro-pele que tem efeitos pro-inflamatoérios na periferia por
meio da ativagdo de mastocitos (PAUS; THEOHARIDES; ARCK, 2006). Com base
nessas evidéncias, foi possivel determinar que verucerfont e pexacerfont (Fig. 14C)
apresentam potencial para tratar psoriase. Ambos os farmacos antagonizam receptores
do tipo 1 de CRH (CRHR1), sendo que esta classe de medicamentos vem
apresentando resultados promissores na area da medicina personalizada (ZORRILLA
et al.,, 2013). Além disso, foi encontrada express&o diminuida e colocalizada com

mastécitos do CRHR1 em amostras de pele psoriatica, o que decorre, em parte, da
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superestimulacdo de CRH associada a condi¢gdo (ASADI et al., 2012; VASIADI et al.,
2012). Também foi verificado que a estimulagao repetida de mastécitos com CRH levou
ao aumento da expressao do receptor de neuroquinina 1 (NK-1) in vitro, contribuindo
para explicar a resposta inflamatéria local da psoriase(ASADI et al., 2012). Por fim,
niveis aumentados de ODC1 também foram encontrados em amostras de pele de
pacientes psoriaticos (BOUCLIER et al.,, 1986; LOWE; KAPLAN; BREEDING, 1982).
Essa enzima representa a primeira limitacdo na biossintese de poliaminas e, portanto,
na promogao de proliferagdo celular (KANERVA et al., 2008). Sendo assim, a inibicao
de ODC1 € um alvo em potencial para tratar doengas que apresentam a proliferagcéao
celular como chave, como €& o caso dos queratindcitos na psoriase. DFMO
(a-difluorometilornitina) (Fig. 14C) € um inibidor irreversivel de ODC1 com potencial de
reposicionamento para psoriase. Esse farmaco ja foi testado para a doenga do sono
africana e como agente quimioprotetor e quimioterapico (LOGIUDICE et al., 2018). O
maior potencial de reposicionamento do DFMO para tratar psoriase, no entanto,
refere-se ao uso tépico. Esse composto ja foi utilizado com sucesso em testes para
tratamento de pacientes com excesso de pelos faciais, outra condicdo relacionada a

hiperproliferacao na pele (BALFOUR; MCCLELLAN, 2001).
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Tabela 07. 172 drogas priorizadas para reposicionamento em doengas inflamatérias

cronicas
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Figura 14. Reposicionamento de drogas para doencgas inflamatérias crénicas.
A-C. Drogas com potencial de reposicionamento para artrite (A), osteoporose (B) e
psoriase (C). Cédigo de cores: verde — doenga, rosa — gene, azul claro — drogas sem
evidéncias na literatura e sem testes clinicos para doencas inflamatdrias cronicas, azul
escuro — drogas com evidéncias na literatura de associagdo com doencas inflamatorias

e roxo — drogas com evidéncias de testes clinicos para doencas inflamatdrias.
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5.5. Discusséao

O framework de reposicionamento de drogas por uma abordagem de Medicina
de Redes proposto neste capitulo mostrou-se capaz de detectar conhecimento latente,
nunca antes explorado na literatura biomédica para propor o uso inovador de algumas
drogas para tratar doencas neuropsiquiatricas e inflamatérias crénicas. Outras
abordagens computacionais utilizadas anteriormente valeram-se do uso de dados a
respeito da expresséo de genes, interagdes fisicas entre drogas e proteinas e triagens
fenotipicas para encontrar candidatos ao reposicionamento (PUSHPAKOM et al., 2019;
WEHR et al., 2017). O WDD n&o é capaz de distinguir associacbes entre genes e
doengas que ocorrem devido a SNPs, modificacbes epigendmicas ou diferengas de
expressdo. Tampouco o WDD aponta o tipo, a diregdo e o tamanho do efeito de drogas
sobre genes e seus produtos. Portanto, foi necessario fazer ajustes ao framework para
que fosse possivel obter relagées confiaveis entre drogas e doengas. A escolha de
drogas que afetam apenas um gene reduziu significativamente a quantidade de
compostos candidatos e facilitou a curadoria manual das interagbes relevantes em
busca de drogas promissoras. Essa escolha implicou, no entanto, na selegcao de drogas
altamente especificas, como fica evidente ao se observar o grande numero de
anticorpos monoclonais e inibidores seletivos encontrados. Tanto doengas
neuropsiquiatricas, quanto inflamatérias cronicas, sado enfermidades complexas e
omnigénicas, portanto € improvavel que a manipulagdo de apenas um gene associado
a essas doengas possa ser uma solugao definitiva. A selecdo de genes coexpressos

em doengas neuropsiquiatricas como alvos das drogas candidatas buscou contornar
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este problema, uma vez que genes hub de redes de coexpressdo possuem alta
influéncia na expressao de outros genes e podem atuar como reguladores em funcdes
centrais (VAN DAM et al., 2018). Mesmo que essa estratégia ndo tenha sido utilizada
para as doengas inflamatérias cronicas devido a sua heterogeneidade, a abordagem de
reposicionamento usada aqui também se mostrou eficaz para essas doengas. Algumas
das drogas selecionadas para psoriase, osteoporose e artrite afetam genes chave de
processos como 0 metabolismo de glicose e a proliferagéo celular.

Novamente, os resultados deste capitulo oferecem evidéncias da intima relagao
entre doengas neuropsiquiatricas e processos imunes. A maioria das drogas propostas
aqui para o tratamento da doenga de Alzheimer envolvem algum forma de controle da
neuroinflamacédo causada pela ativacdo de microglia no cérebro de pacientes. O
mesmo foi visto para o autismo e o disturbio bipolar, em que as drogas sugeridas
apresentam o potencial de reduzir a expressdao de marcadores inflamatorios
(CEACAMS5 e IL13). E interessante notar que o inverso também foi observado: uma das
drogas encontradas para reposicionamento no tratamento de psoriase tem como
fundamento a reducéo da sinalizagdo de stress psiquico por antagonismo ao receptor
de CRH, potencialmente atuando direto nas células epiteliais e imunes envolvidas na
lesdo psoriatica. A relagdo do metabolismo energético com as doencgas inflamatorias
cronicas para as quais foram encontradas drogas promissoras também é digna de
nota. Tanto para psoriase quanto para osteoporose, drogas que afetam o metabolismo

de glicose foram selecionadas.
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Finalmente, o modelo apresentado neste capitulo foi validado em dois conjuntos
de doencas clinicamente distintas, bem como utilizando dados obtidos a partir de bases
de dados independentes (WDD e Open Targets). Como demonstragdo de que as
drogas encontradas por esse método tém potencial para o uso inovador no tratamento
das doengas estudadas, observa-se que alguns dos compostos encontrados ja estéo
sendo submetidos a testes clinicos. Uma das drogas selecionadas como candidatas
para o tratamento de Alzheimer e que nao tinha ainda associacdo com a doenca na
literatura quando as buscas foram realizadas, PLX-5662, foi recentemente testada em
modelo animal da doenca com resultados promissores na reducdo dos danos
cognitivos € no acumulo de placas amiloides no cérebro de ratos (SOSNA et al., 2018).
Portanto, as drogas encontradas neste capitulo sdo candidatos promissores para o
reposicionamento em doencas neuropsiquiatricas e inflamatérias crénicas e deveriam
ser consideradas para testes in vitro e in vivo no futuro.

Parte dos resultados apresentados neste capitulo esta publicada no periddico
Translational Psychiatry (fator de impacto 5,182) no artigo intitulado “Drug repositioning
for psychiatric and neurological disorders through a network medicine approach” (doi:
10.1038/s41398-020-0827-5) de autoria de Thomaz Luscher Dias e colaboradores.

Uma copia desse artigo esta anexada ao final deste trabalho (Anexo 02).
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5.6. Conclusoes

z

- E possivel extrair conhecimento novo de informacdes publicadas na literatura
utilizando mineragao de texto e metodologias de Medicina de Redes;

- O método desenvolvido se mostrou robusto e confiavel, podendo ser aplicado a varias
categorias de doencgas;

- As drogas encontradas aqui tém potencial para serem reposicionadas para o
tratamento de doencgas neuropsiquiatricas e inflamatérias crénicas;

- O método desenvolvido pode ser aplicado em redes de conhecimento obtidas em
diferentes bancos de dados de relagdes entre doencgas, genes e drogas;

- Algumas das drogas encontradas com potencial para reposicionamento ja estéo

sendo testadas para o uso sugerido aqui.
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6. Discussao geral

O conjunto de resultados apresentados neste trabalho evidencia trés aspectos
promissores do uso de algoritmos de mineragao de texto, da computagao cognitiva e
da ciéncia de redes para a compreensao e aplicagao do conhecimento depositado nos
milhdes de artigos da literatura cientifica.

Primeiro, o uso de dados obtidos com o Watson for Drug Discovery permitiu a
realizacdo de uma revisdo de como o conhecimento acerca de genes relacionados a
doengas foi construido ao longo dos ultimos 30 anos. Por meio das analises de rede
desenvolvidas e aplicadas a esses dados, foi possivel associar tendéncias de
descobertas de associagdes entre genes e doengas a marcos importantes do
desenvolvimento cientifico como o surgimento do coquetel anti-HIV e a descoberta da
linhagem Th17. Também foi possivel verificar que tendéncias de pesquisa atuais, como
a associagao entre a microbiota intestinal e doengas autoimunes e neuropsiquiatricas
tém suas raizes em conhecimento produzido e publicado na literatura ha décadas.
Esses resultados mostram que a leitura massiva do conhecimento ja produzido e
depositado em artigos cientificos pode ser uma ferramenta poderosa ndao s6 no
entendimento do passado, mas também na detecg¢ao de tendéncias futuras que estéo
comegando hoje, mas que ainda necessitam que pontos importantes sejam conectados
para que o conhecimento avance.

Em segundo lugar, o uso de mineracdo de texto baseado em computagao
cognitiva se mostrou um eficiente auxiliar tanto para cientistas novatos, como para

pesquisadores experientes. Os resultados obtidos no segundo capitulo deste trabalho
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mostram que tanto mecanismos moleculares classicos, como caracteristicas biolégicas
menos estudadas, podem ser facilmente detectados por meio da metodologia de
analise funcional de genes associados a moddulos de doengas em redes de
conhecimento. Portanto, € possivel utilizar os conceitos e ferramentas desenvolvidas
aqui como forma de se iniciar uma jornada de aprendizado ou como forma de se
atualizar e se buscar insights a respeito de determinado campo do conhecimento.
Esses resultados também evidenciam a natureza conectada das patologias humanas e
como o entendimento das caracteristicas moleculares uUnicas e compartilhadas entre
doencas permite ampliar as perspectivas terapéuticas para pacientes.

Por fim, os resultados obtidos no terceiro capitulo mostram como é possivel nao
s6 revisar o conhecimento ja estabelecido, mas também criar novas conexdes a partir
de pontos previamente ndo ligados na literatura cientifica. As potenciais novas drogas
para tratar doencgas neuropsiquiatricas e inflamatoérias crbnicas propostas aqui séo
apenas uma amostra do universo de possibilidades para o uso de dados da literatura
na tentativa de novas terapias para as doencas humanas. Futuros trabalhos que
explorem drogas que afetem mais de um gene e genes compartilhados entre doengas
possivelmente serdo capazes de selecionar drogas mais eficientes e mais uteis do que
aquelas descritas neste trabalho. A Medicina de Redes como alternativa para o desafio
do desenvolvimento de novas drogas tem ganhado forga nos ultimos anos. No entanto,
nenhuma droga proposta exclusivamente por essa metodologia foi ainda aprovada para
uso em humanos. No ano de 2020, em meio a pandemia de COVID19, uma lista de

mais de 80 drogas com potencial para tratamento dessa doencga foi publicada (GYSI et
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al., 2020). Neste trabalho, doze diferentes metodologias baseadas em ciéncia de redes
e inteligéncia artificial foram aplicadas para se obter a lista final. Caso alguma dessas
drogas tenha eficiéncia em reduzir a mortalidade da COVID19, a Medicina de Redes
pode se consolidar como uma das grandes areas da medicina do século XXI, ao lado
da medicina personalizada. O mesmo pode acontecer, caso alguma das drogas
propostas neste trabalho venha a ser testada em ensaios clinicos e seja realmente

eficiente para o tratamento de doencgas neuropsiquiatricas e inflamatérias crénicas.
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7. Conclusao geral

As analises da literatura biomédica realizadas neste trabalho utilizando a
ferramenta de mineracdo de texto associada a computagao cognitiva Watson for Drug
Discovery permitiram a deteccdo de padrdes moleculares bem estabelecidos, a
obtengdo de insights e a descoberta de potenciais novos farmacos para
reposicionamento em doengas neuropsiquiatricas e inflamatérias crénicas. As drogas
aqui encontradas poderao ser testadas em ensaios clinicos para determinagédo da sua
eficacia e seguranga para uso em pacientes. A metodologia aqui estabelecida podera
também ser utilizada por outros pesquisadores para a realizacdo de revisdes robustas

da literatura biomédica acerca dos mecanismos moleculares de doengas.
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8. Perspectivas

- deteccdo e caracterizagdo de modulos de genes compartilhados entre doengas
neuropsiquiatricas e inflamatadrias crénicas;

- elaboracao de redes de coexpressao génica de doencgas inflamatdrias crénicas;

- estabelecimento de uma metodologia de reposicionamento de drogas que inclua
genes compartilhados entre doengas e drogas que afetem mais de um gene;

- caracterizagdo dos mecanismos moleculares de classes de drogas como
antipsicoticos e antiinflamatérios nao esteroidais;

- aplicagcédo do framework de reposicionamento para outras categorias de doencgas (e.g.
cancer).

- validagao experimental de drogas candidatas a reposicionamento.
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Evolution of knowledge on genes of inflammatory, infectious and psychiatric diseases:
meta-research of the scientific literature using IBM Watson for Drug Discovery.

Introduction

Thousands of new scientific articles are published every day, which pile up exponentially
with the other millions of papers already deposited in the literature (Fortunato et al., 2018).
Keeping up with the state-of-the-art has become an overwhelming task for researchers even in
their own field, let alone in other areas of science. In this scenario, computational methods such
as text-mining, machine learning, and cognitive computing are becoming invaluable to make the
chore of summarising published scientific literature less daunting. Recently, machine learning
was employed to capture latent knowledge from the material science literature (Tshitoyan et al.,
2019) and potential novel drugs to treat psychiatric and neurological disorders have been found
using cognitive computing and network medicine to analyze the medical literature (LUscher Dias
et al., 2020).

A field that has seen a remarkable increase in the number of new studies in the past
decades is that of medical molecular biology. This has resulted in a vast number of genes being
associated with diseases. As an exciting outcome of this efflux of genetic knowledge, diseases
that were previously not known to have common etiological bases are now being connected to
each other through the genes they share, which has opened many potential new roads for
clinical advances (Brooks et al., 2014; Carson et al., 2017; Lees et al., 2011; Postma et al.,
2011). The association between psychiatric disorders and immune-related diseases is one
significant example of this trend (Gibney and Drexhage, 2013; Marrie et al., 2017; Wang et al.,
2015).

Network medicine (Barabasi et al., 2011) is a contemporary approach to studying
relationships between genes and diseases which has also been made possible due to the now
large amount of data on genes and diseases. Knowledge networks, i.e., complex graphs that
connect concepts according to the established knowledge, can be analyzed under the network
medicine framework to produce novel insight from medical knowledge (Bai et al., 2016; Liuscher
Dias et al., 2020).

Here we used IBM Watson for Drug Discovery (WDD) (Chen et al., 2016), a cognitive
computing text-mining application to extract known relationships between genes and
psychiatric, inflammatory and infectious diseases from papers published between 1990 and
2018. We built knowledge networks of genes and diseases and analyzed the evolution of these
relationships yearly. We quantified and described how genes were connected to each disease
class through the period, and how key biological functions unraveled as new genes were added
to the network. Last, we looked into how knowledge on hub genes that are related to all disease
classes evolved from 1990 to 2018.



Materials and methods
Knowledge network construction

We constructed knowledge networks containing interactions between diseases and
genes using the IBM Watson for Drug Discovery (WDD)(Chen et al., 2016). WDD discovers
connections between genes and diseases using a natural language processing algorithm that
reads full texts from PMC Open Access, patents and abstracts in the Medline (Pubmed)
database. A connection is discovered when two terms of interest (genes and diseases) are
detected in the same sentence, separated by a preposition or a verb. WDD attributes a
confidence score (0 to 100%) to each association based on the number of documents in which
the relation is found and also in the semantical relevance of the link, determined by the natural
language processing algorithm. We only kept connections supported by a confidence score of at
least 50% and 2 documents of evidence.

We performed independent searches on WDD with 27 inflammatory diseases, 63
infectious diseases and 9 psychiatric and neurological disorders (Table S1). WDD returned
genes related to these diseases in each year from 1990 to 2018.

Evolution of knowledge

The software Gephi was used to visualize the networks obtained with WDD. Custom R
code was used to process and filter raw data and to plot figures. Code is available at
https://github.com/luxeredias/wdd _knowledge_evolution/blob/master/R/02_evolution_of knowle
dge.R. We analyzed the yearly number of genes present in the network associated with each
disease category. We also analyzed the 2018 distribution of the number of genes associated
with the diseases in each category and the number of new genes added to the network in each
year.

Evolution of biological pathways

We performed gene overrepresentation analysis (ORA) with the genes associated with
each disease in each year. We used the R package clusterProfiler to perform ORA against
selected Reactome pathways (Table S2 and supplementary methods). Briefly, pathways with
less than 15 genes or more than 100 genes were removed to reduce redundancy. Significant
enrichment for a pathway was considered for p-values lower than 0.01 (-log,,p-value > 4.6). The
top 9 diseases in each category that were most connected to genes in 2018 were selected as
representative of their category. We plotted the ORA results in heatmaps depicting the
-log,p-value of the enrichment for each selected pathway and diseases across the years. We
also calculated the number of diseases for which significant enrichment was achieved in each
year and category. Custom code used to perform these steps is available at
https://qithub.com/luxeredias/wdd_knowledge_evolution/blob/master/R/04_enrichment_analysis
R.




Evolution of hub genes

The number of diseases related to each gene in 2018 was calculated using the R
package igraph. Hub genes were those associated with the highest number of diseases within
each category in the 2018 network.

We selected the top 50 most connected genes in each category and detected those that
were hubs in all of them (common hubs). For these genes, we plotted the yearly number of
associations they made in each disease category from 1990 to 2018. Custom code used to
perform these steps is available at
https://aithub.com/luxeredias/wdd _knowledge_evolution/blob/master/R/05_hub_gene_evolution.
R.

Results
Evolution of knowledge

We used IBM Watson for Drug Discovery (WDD) to build knowledge networks and
assess how the knowledge about the genes associated with inflammatory, infectious and
psychiatric diseases evolved in the past three decades (1990-2018) (Figure 1A and Table S3).
These networks were cumulative, so the 2018 network (Figure 1A, rightmost network) contains
all connections found in the entire period, while the 2002 network (Figure 1A, fourth network
from left to right), for example, contains all connections from 1990 up to that year. The 1990
network (Figure 1A, leftmost network) contains all genes found by WDD as related to the
searched diseases in the literature from the beginning of the registries up to 1990.

In 1990, only 95 genes were connected in the network, while in 2018, a total of 3723
genes were present (Figure 1A and Figure S1). The number of genes associated with each
disease in the different categories in 2018 also varied. The infectious diseases with the most
genes connected to them in 2018 were hepatitis B (414 genes), hepatitis C (506 genes) and
HIV infection (856 genes)(Figure 1B). The majority of the infectious diseases (55 diseases),
however, were connected to less than 100 genes in 2018 (Figure 1B). The most connected
inflammatory diseases were psoriasis (346 genes), systemic lupus erythematosus (393 genes)
and arthritis (490 genes)(Fig 1B). In the psychiatric diseases category, Alzheimer’s disease was
the most connected (657 genes), followed by schizophrenia (547 genes) and depression (402
genes) (Figure 1B).

Distinct trends of gene discovery were seen for each disease category (Figure 1C and
Table S4). Prominent peaks of gene discovery occurred in 1996 for infectious diseases, in 2005
for inflammatory diseases and in 2013 for psychiatric disorders (Figure 1C). From 2010 to 2017,
the speed of gene discovery in all three categories increased (Figure 1C and Figure S1). These
sudden variations in the number of genes associated with each disease category in distinct
years were driven by quick increments in the number of genes associated with just a few
diseases (Figure 1D). The sharp increase in the number of genes associated with infectious
diseases seen in 1996 was mostly driven by 154 new genes associated with HIV infection



(Figure 1D), which corresponded to 50% of the new genes added to the network in that year
(Table S4). The 2005 increase in the number of genes associated with inflammatory diseases
was mostly related to the new genes connected to psoriasis (41 genes) and systemic lupus
erythematosus (33 genes)(Figure 1D), which together corresponded to 20% of the new genes
associated with all of the diseases in 2005 (Table S4). In 2013, a large humber of new genes
were associated with Parkinson's disease (165 genes)(Figure 1D), which corresponded to 17%
of the new genes in the network in that year (Table S4).
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Figure 1. Evolution of knowledge. A. Gene-disease knowledge network on infectious,
inflammatory and psychiatric disorders from 1990 to 2018. Diseases are depicted as colored
nodes (see below) and genes as light yellow nodes. B. Distribution of the number of genes
associated with each disease and category in 2018. C. Number of new genes added to the
network in each category per year. D. Number of nhew genes added to the network in selected
diseases each year. Color code: green - infectious diseases, orange - inflammatory diseases,
blue - psychiatric disorders.
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Figure S1. Evolution of the number of genes associated with major disease categories.
Number of genes associated with infectious (green), inflammatory (orange) and psychiatric
(blue) diseases from 1990 to 2018. The results are cumulative and the number of genes
associated with all diseases (dashed line) is lower than the sum of genes associated with each
category individually since genes can be shared between diseases/categories.

Evolution of biological pathways

We performed gene overrepresentation analysis (ORA) with the genes associated with
each disease in each year (Table S5). The top 9 most connected diseases of each category in
2018 (i.e. diseases connected to more genes) were selected to represent the evolution of
knowledge on the biological pathways associated with their genes (Figure 2).

Thirty-two pathways were enriched in at least one disease of each category in the
thirty-year period (Figure S2 and Table S5). Pathways representing functions of interest were
depicted in detail (Figure 2A). Key disease-related biological functions were represented among
those pathways and were enriched consistently across categories through the years. Those
pathways were related to response to pathogens (e.g.: “interferon gamma signaling” and
“cytosolic sensors of pathogen—associated DNA”), cell death mechanisms (e.g.: “death receptor
signalling” and ‘“intrinsic pathway for apoptosis”) and innate immune response (e.g.:
“‘interleukin-6 family signaling” and “chemokine receptors bind chemokines”) (Figure 2A).
Pathways related to neurophysiological functions (e.g. “neurotransmitter release cycle”) were
more prominently enriched in psychiatric disorders, while functions related to immune response
and response to pathogens were more enriched in infectious and inflammatory diseases (Figure
2A). However, enrichment for functions more consistently associated with inflammatory and
infectious diseases could also be seen for psychiatric disorders (e.g. “MyD88-independent
TLR3/TLR4 cascade” and ‘“interleukin-6 family signaling”), such as Alzheimer's disease,
depression and Parkinson’'s disease (Figure 2A). Pathways more consistently enriched in
psychiatric disorders (e.g. “nuclear signaling by ERBB4”) also presented enrichment for



diseases in the other categories, such as HIV infection, age related osteoporosis and systemic
lupus erythematosus (Figure 2A).

We calculated the number of diseases that reached enrichment of their genes for the
selected pathways across the thirty-year period (Figure 2B). An increasing number of infectious
and inflammatory diseases presented enrichment of their genes for pathways related to
pathogen-mediated responses and inflammation (Figure 2B) since the early years in the period
(1990-1995). Only in recent years (2000-2018), a few psychiatric disorders achieved enrichment
of their genes in these categories, such as Alzheimer’s disease, depression and schizophrenia
(Figure 2B). The pathway associated with programmed cell death (“caspase activation via
extrinsic apoptotic signaling”) has been associated with the genes connected to most
inflammatory and infectious diseases since the early years in the period, but also with classical
neurodegenerative disorders within the psychiatric disorder category (Alzheimer's disease,
Parkinson’s disease and Huntington's disease) (Fig 2B). Other pathways that presented
enrichment across all categories were “amyloid fiber formation”, which was consistently
associated with scleroderma and arthritis since the mid 2000’s, “oxidative stress induced
senescence”, mostly associated with HIV infection, Alzheimer's disease and arthritis since the
early 1990’s, and *“transcriptional regulation of white adipocyte differentiation”, which was
sustainedly enriched across all categories since the late 1990’s (Figure S2).
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2018. Heatmaps depict the value of the log,,(-log, p-value) of the enrichment for all Reactome
terms that presented enrichment in at least one disease of each category in at least one year.
Color code: green - infectious diseases, orange - inflammatory diseases, blue - psychiatric
disorders.

Evolution of hub genes

We detected the hub genes in the 2018 knowledge network and analyzed the evolution
of the knowledge on them. Hub genes were considered those connected to the most number of
diseases in each category in 2018. We found that among the 50 most connected genes in each
category (Table S6), 7 were common to all categories: IL6, TNF, NF-KB, IL8, CCL2, MMP9 and
CRP (Figure 3A). We saw that IL6 (Figure 3B) and TNF (Figure 3C) steadily increased their
connections to diseases in all categories since the initial years. Most psychiatric disorders (89%
and 100%, respectively) and inflammatory diseases (74% and 78%, respectively) were
connected to these genes in 2018 (Figure 3B and 3C). Only 38% and 65% of infectious
diseases were connected to IL6 and TNF in 2018 (Figure 3B and 3C). However, this represents
a total of 24 and 41 diseases in this category. The number of psychiatric disorders associated
with NF-KB (Figure 3D) and IL8 (Figure 3E) rapidly increased after 2010. For the other two
categories, this increase was slower, and began earlier, in the 2000’s for NF-KB (Figure 3D)
and in the 1990’s for IL8 (Figure 3E). The evolution of knowledge of the connections made by
the other hub genes (CCL2, MMP9 and CRP) is depicted in Figure S3.
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Figure 3. Evolution of hub genes. A. Venn diagram of the hub genes in common between
disease categories. B-E. Evolution of the percent of diseases in each category related to IL6
(B), TNF (C), NF-KB (D) and IL8 (E). Color code: green - infectious diseases, orange -
inflammatory diseases, blue - psychiatric disorders.
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Figure S3. Evolution of hub genes. A-C. Evolution of the percent of diseases in each category
related to CCL2 (A), CRP (B) and MMP9 (C). Color code: green - infectious diseases, orange -
inflammatory diseases, blue - psychiatric disorders.

Discussion

Akin to the exponential increase in the number of papers published in the scientific
literature seen in the past decades (Fortunato et al. 2018), the number of genes connected to
psychiatric, inflammatory and infectious diseases has also risen considerably fast in the last
twenty years (Figure 1A). This rapid growth in knowledge about the genetic underpinnings of
theses diseases can be directly attributed to at least two historical landmarks: the publication of
the human genome in 2001 (Venter et al. 2001: Lander et al. 2001) and the advent of
high-throughput DNA sequencing technologies (Margulies et al. 2005). Discrete bursts of
advance in genes associated with specific diseases could also be spotted across the period
analyzed here. In the year 1996, triple therapy for HIV using nucleoside reverse-transcriptase
inhibitors and protease inhibitors was established (Hammer et al. 1996). In that year, 50% of the
new genes added to the knowledge network were connected to HIV infection (Figure 1D).
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Abstract

Psychiatric and neurological disorders (PNDs) affect millions worldwide and only a few drugs achieve complete
therapeutic success in the treatment of these disorders. Due to the high cost of developing novel drugs, drug
repositioning represents a promising alternative method of treatment. In this manuscript, we used a network medicine
approach to investigate the molecular characteristics of PNDs and identify novel drug candidates for repositioning.
Using IBM Watson for Drug Discovery, a powerful machine learning text-mining application, we built knowledge
networks containing connections between PNDs and genes or drugs mentioned in the scientific literature published
in the past 50 years. This approach revealed several drugs that target key PND-related genes, which have never been
used to treat these disorders to date. We validate our framework by detecting drugs that have been undergoing
clinical trial for treating some of the PNDs, but have no published results in their support. Our data provides
comprehensive insights into the molecular pathology of PNDs and offers promising drug repositioning candidates for

follow-up trials.

Introduction

Psychiatric and neurological disorders (PNDs) represent
a burden for public health. The World Health Organiza-
tion estimates that at least 450 million people suffer from
PNDs (ref. *). Depression (322 million affected)?, bipolar
disorder (60 million)!, schizophrenia (23 million)?,
dementia and Alzheimer’s disease (50 million)', and
anxiety (260 million)” are the most prevalent PNDs in the
world. Autism spectrum disorders (1 in 59 children)* and
PNDs, such as Huntington’s disease (5-7 in 100,000
affected)’, and Parkinson’s disease (1-4% of all elderly
people)’ are also of great concern.

Five major classes of drugs are used to treat PNDs:
antidepressants, antipsychotics, anxiolytics, mood stabi-
lizers, and stimulants. However, disease remission is not

Correspondence: Helder Imoto Nakaya (hnakaya@usp.br)

'Departament of Biochemistry and Immunology, Institute of Biological
Sciences, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil
’Department of Clinical and Toxicological Analyses, School of Pharmaceutical
Sciences, University of Séo Paulo, Sdo Paulo, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article

© The Author(s) 2020

always achieved™®. This stems from an incomplete knowl-
edge of the molecular mechanisms of both PNDs (ref. *)
and the psychiatric drugs®. In addition, PNDs share several
clinical and genetic components’, which makes the precise
treatment and a subsequent targeted drug development
more challenging'®. Specifically, drug repositioning, which
relies on testing drugs already in use for a disease to treat
another illness based on the shared molecular pathology of
both'!, may be applied to treat PNDs (ref. '?).

Network medicine'” is an emerging field that combines
systems biology and network science to understand how
genes interact in disease and health. For PNDs, co-
expression networks'*™'® and genome-wide association
studies””"'® have unraveled molecular mechanisms and
genomic variations related to these disorders. Many more
small-scale studies have investigated the roles of specific
genes in PNDs. The daunting task, now, is to make sense
of all the published data, stored in millions of research
papers, that describe the interplay among genes, drugs,
and other variables in the development and outcomes
of PNDs.
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Here, we used a network medicine approach to dissect
the molecular mechanisms of PNDs and identify novel
drug candidates for repositioning. Using IBM Watson for
Drug Discovery (WDD), a machine learning text-mining
application, we built knowledge networks containing
connections between PNDs and genes or drugs men-
tioned in the published scientific literature in the past 50
years. We found classic and potentially unexplored
pathways associated to PNDs. We also identified several
drugs that target key PND-related genes that have never
been used to treat these disorders previously. Validating
our approach, some of these drugs are currently being
tested to treat PNDs in clinical trials, with no previously
published results. Our data provides comprehensive
insight into the molecular pathology of PNDs and offers
promising drug repositioning candidates for follow-up
trials.

Materials and methods
Construction of the knowledge networks

We used the IBM WDD, an online tool, to perform
queries for major PNDs: Alzheimer’s disease, dementia,
anxiety, depression, Huntington’s disease, Parkinson’s
disease, schizophrenia, bipolar disorder, and autism. We
performed two independent searches using WDD: one for
genes associated with PNDs (gene—PND) and another for
drugs associated with PNDs (drug—PND). WDD detects
associations in original papers and reviews from PMC
Open Access (full text), Pubmed (abstracts), and patents.
Relationships are detected by a natural language-
processing algorithm when two entities of interest (gene,
disease, or drug) are present in the same sentence of a
document and are connected through a verb or preposi-
tion. WDD gives relationships a confidence score
(0-100%) based on the number of documents supporting
the connection and on link meaningfulness. Only rela-
tions with at least two documents of evidence and a
confidence score >50% were maintained in our study.
Searches were performed from July to August of the
year 2018.

Network analysis

The Louvain'® method was used to detect modules of
highly connected genes or drugs. For each pair of PNDs in
the gene and drug networks, we performed Fisher’s exact
test to calculate the significance of the overlap of genes or
drugs in PNDs. Fisher’s exact test p-values (<0.01) were
considered significant. Results were presented as —log;op-
value.

Functional gene enrichment

Genes from modules in the gene-PND network and
those exclusively associated with each PND were sub-
mitted for functional gene enrichment using enrichR
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(ref. *°). Enrichment was performed against the Gene
Ontology Biological Process and the KEGG databases.
The enriched terms with an enrichR combined score of at
least 20 and p < 0.01 were retained, and the most enriched
terms were used to describe the results.

Drug repositioning

Gene co-expression modules of PNDs were obtained
from the Supplementary material of Gandal'®. Co-
expression modules were detected and the first principal
component of the module’s expression (eigengene) was
used to determine module—disease association. Module
membership (kME) was calculated for each gene. The
kKME is equal to the Pearson’s correlation R between the
expression of the gene and the eigengene of the module.
Module hubs are those that have KME>0.5 in their
module.

The repositioning with Open Targets®' database was
performed using a custom R code. This script, which is
available on GitHub (https://github.com/csbl-usp/
OpenTargets_drug_repositioning), accesses the plat-
form API client of Open Targets database and performs
the same steps done for the drug repositioning with
WDD. Only relationships with an overall association
score >0.5 were utilized.

Results
Molecular characterization of PNDs using the scientific
knowledge

IBM WDD is a cognitive computing, artificial intelli-
gence platform that was used to extract existing connec-
tions between genes, diseases, and drugs from millions of
published documents related to the medical sciences®.
WDD uses a dictionary created by artificial intelligence to
group terms that are used conversely in the literature (e.g.,
gene IDs from distinct databases). It identifies relations
between the searched term and other terms of interest in
the literature. A natural language-processing algorithm
detects these relations. We used WDD to investigate the
genes and drugs that were shared among different PNDs.
A total of 1588 genes and 722 drugs was identified as
associated with PNDs. The network constructed with the
genes associated with PNDs separated the diseases into
two groups: neurodegenerative disorders (Alzheimer’s,
Parkinson’s and Huntington’s diseases, and dementia) and
psychiatric disorders (depression, anxiety, bipolar dis-
order, schizophrenia, and autism; Fig. 1a). The gene net-
work identified five clusters of disorders with similar
clinical characteristics: Alzheimer’s disease and dementia,
cognition hindering neurodegenerative illnesses (Fig. la—
purple color); Huntington’s disease and Parkinson’s dis-
ease, disorders that affect movement due to basal ganglia
degeneration®® (Fig. 1la—light blue color); depression and
anxiety, fear/threat-related disorders®* (Fig. la—red
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color); and schizophrenia and bipolar disorder, which
share a spectrum of psychotic symptoms® (Fig. la—
brown-yellow color). Autism (Fig. la—green color), the
only developmental PND analyzed, did not cluster with
any other disease. Fisher’s exact test confirmed the divi-
sion between neurodegenerative and psychiatric disorders
and the associations between clinically similar disorders
(Fig. 1b). The highest similarity was observed between
disorders of the same group (neurodegenerative or psy-
chiatric) and between PNDs clustered within the same
modules (Fig. 1b). However, the separation between
neurodegenerative and psychiatric disorders was not as
evident in the PND-drug network (Supplementary Fig. 1).

Functional gene analysis: insights into PND molecular
pathology

We performed functional enrichment analyses with the
genes in each module and with those unique to each PND
(Fig. 2a). For all the modules, we found well-known,
hallmark molecular characteristics of PNDs (Fig. 2, Sup-
plementary results). We also had potentially novel insights
into the PNDs. The genes in the Alzheimer’s disease/
dementia module (Fig. 2b) were strongly enriched for
neutrophil degranulation (33 genes) and microRNAs in
cancer (21 genes; Fig. 2b). Neutrophil phenotype altera-
tions in Alzheimer’s disease correlate with disease pro-
gression®®, and neutrophil depletion improves memory
and slows disease progression in mice’’. One miRNA

involved in cancer and Alzheimer’s disease, miR-146a,
regulates innate immune response through inflammation
in both diseases®. Conversely, many miRNAs that sti-
mulate proliferation in cancer seem to favor apoptosis in
Alzheimer’s disease®®. A better comprehension of how
miRNAs regulate the cell cycle and the immune system
can open new therapeutic opportunities for treating both
cancer and Alzheimer’s disease.

Huntington’s disease and Parkinson’s disease present
severe neuronal loss in the basal ganglia®®. In this light,
genes involved in insulin resistance were enriched in this
module (Fig. 2c). A recent study showed that over 60% of
nondiabetic Parkinson’s disease patients had insulin
resistance””. Genes unique to Huntington’s disease were
enriched for the regulation of microtubule-based move-
ment (Fig. 2c). The huntingtin protein interacts with
several cell motility proteins, including HAP1 (ref. 30) and
HDAC6 (ref. *'). These interactions mediate organelle
trafficking®”, and energy production and consumption via
the axonal bounding of GAPDH to synaptic vesicles™>.

The inflammatory response was enriched in the
depression/anxiety module (Fig. 2d): c-reactive protein
levels have been known to predict the outcome of anti-
depressant treatment®*** and disease severity*®. In addi-
tion, immunomodulatory proteins were found to be
altered in the postmortem brain®’, blood, and plasma®® of
depression patients. Genes uniquely connected to
depression were enriched for striated and cardiac muscle
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J

hypertrophy (HTR2B, TCAP, and TTN; Fig. 2d). Anxiety
shares most of its genes with depression and has only
eight unique genes (Fig. 2d). Two of these, HCN4 and
ADCYS8, have also been associated with obsessive-
compulsive disorder®®. Activated cyclic nucleotide-gated
channels (HCNs) have been investigated as targets for
novel antidepressants*’, although HCN4 was not one of
these cases.

Genes in the bipolar disorder and schizophrenia module
(Fig. 2e) were enriched for long-term potentiation (LTP)
and circadian entrainment (Fig. 2e). Those unique to
bipolar disorder were also enriched for circadian rhythm
(PER3 and RORB; Fig. 2e). Insomnia and sleep disorders
affect the majority of schizophrenia patients*', and are
also present in both depressive and manic phases of
bipolar disorder”. Bipolar disorder patients even show
symptoms that are synchronized with the circadian
rhythm®®, Furthermore, genes uniquely connected to

schizophrenia were enriched for glutamate receptor
transmission and ErbB signaling pathways (Fig. 2e).
Neural dysconnectivity, a hallmark of schizophrenia, likely
stems from aberrant synaptic plasticity and the incorrect
developmental wiring of neurons due to oligodendrocyte
malfunction*®, These processes likely depend most pro-
minently on glutamatergic transmission, neuregulinl
(NRG1)-ErbB signaling, and LTP (refs. ***°). Three
schizophrenia-unique genes related to glial cell differ-
entiation were identified (Fig. 2e): ERBB3, PTPRZI1, and
SOX10. Indeed, schizophrenia patients present an altered
co-expression of genes associated with NFkB signaling
along with genes co-expressed in oligodendrocytes,
astrocytes, and microglia'®*’.

The genes in the autism module (Fig. 2f) were enriched
for the KEGG term “Inflammatory Bowel Disease (IBD)”.
Autism patients have high comorbidity with IBD along
with Crohn’s disease®. A fecal transplant from healthy
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subjects, a prospective therapy for IBD (ref. *°), has been

suggested to alleviate digestive symptoms, and aggressive
or repetitive behaviors in some autism patients®’. The
mechanisms behind these effects remain unclear, but the
genes related to autism that were found to overlap with
those of IBD are associated with inflammatory response,
allergy, and the response to helminth parasites (inter-
leukin (IL)6, IL23A, IL13, IL5, HLA-DRB1, HLA-DRB4,
IENG, and TGFB1). Here, IL13 was found to be targeted
by drugs that have never been tested for autism. The
circadian cycle-related gene RORA, also shared by IBD
and autism, perhaps affects immune function due to the
disruption of daily rhythms®".

Network medicine framework

From the gene-PND network (Fig. 3a), we selected
genes that were exclusively associated to each PND and
that were coexpressed in brain tissue of PND patients
according to Gandal et al.'® (Fig. 3b). Co-expression hubs
are potential drug targets since they may influence the
expression of several other genes®. To select the most
relevant drugs, we kept only those targeting genes that are
co-expressed in brain tissues of PND patients'®. These co-

expression networks included patients and healthy sub-
jects from 700 microarray gene expression studies. The
selected genes (Supplementary Table 1) were then sub-
mitted to a new round of WDD searches to find drugs
associated with them (Fig. 3c). This resulted in 1305
drugs. Since our goal was drug repositioning, we removed
from the network 782 drugs known to be associated with
the PNDs or that were associated to more than one gene
(Fig. 3d, Supplementary Table 2). This allowed a sub-
sequent manual curation of 30% of the results (Fig. 3e).
We read each document provided by WDD (Supple-
mentary Table 2) that supports the drug—gene and the
gene—PND relationships, and manually removed errors
and any relationship that was not in fact described in the
documents (examples in Supplementary Table 3). It is
important to note that reviewing these 30% of interactions
did not constitute a WDD performance evaluation, which
was not the goal of our work. With the remaining drugs,
we searched the Drug Bank (https://www.drugbank.ca/)>*
for any ongoing or finished clinical trials, involving these
drugs and the PNDs (Fig. 3e). Finally, we performed an
open literature review in Pubmed for selected
drug—gene—PND relationships (Fig. 3e). We aimed at
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explaining how each drug could potentially affect their
target gene and how this effect could impact the disease.
Drugs that presented promising evidence of a viable
mechanism that could potentially promote disease alter-
ing effects were selected for discussion. The scripts used
to perform these steps are available on GitHub (https://
github.com/csbl-usp/WDD_drug_repositioning).

Drug repositioning for PNDs

Our network medicine framework with WDD was
applied to find suitable candidates for drug repositioning
for PNDs (Fig. 4, Supplementary Fig. 2). We manually
curated the resulting list and selected those drugs with
potential for follow-up testing. We prioritized 63 drugs
targeting 31 genes and eight PNDs that showed potential
for follow-up testing (Supplementary Table 4). Literature
search revealed that 18 of those drugs had already been
associated with a PND, suggesting that our criteria for
initial screening was stringent.

We also used Open Targets®" to demonstrate that the
drug repositioning framework proposed here can be
successfully applied to any drug—gene—disease interaction
database (see “Methods”). Applying the same framework
described in Fig. 3a—d, we obtained 4670 drugs (Supple-
mentary Table 2). Due to drug name synonyms (which
were consolidated in WDD), Open Targets associations
include many redundant drug—gene interactions. Never-
theless, we were able to detect 91 drugs in common
between WDD and Open Targets (Supplementary Table
5). Promising cases of drugs that target genes connected
to Alzheimer’s disease, schizophrenia, bipolar disorder,
and autism are depicted in Fig. 4 and described below.

Two anti-CD33 monoclonal antibodies, Gemtuzumab
Ozogamicin and Lintuzumab, were identified as promis-
ing repositioning candidates concerning Alzheimer’s dis-
ease (Fig. 4a). Lintuzumab (also found in Open Targets—
Supplementary Table 5) has been reported to reduce the

microglial cell surface CD33 by 80% (refs. >455%) CD33 is
involved in the inflammatory response related to the
amyloid cascade in Alzheimer’s disease®. The CD33 gene
harbors a single-nucleotide polymorphism (SNP) that
protects against Alzheimer’s disease (rs12459419T). This
SNP leads to the production of a nonfunctional splicing
isoform of CD33, lacking exon 2 (refs. >*°°). Treatment
with anti-CD33 antibodies might replicate this effect by
reducing the CD33 protein levels and reduce microglia-
associated neuroinflammation. Drugs targeting the colony
stimulation factor 1 receptor (CSF1R) present similar
potential (Fig. 4a). This particular gene is essential for
microglia survival in the brain®®. Also, the treatment with
CSFIR inhibitors in mice leads to a reduced microglia-
mediated accumulation of amyloid plaques®® and prevents
the development of Alzheimer’s disease-like symptoms
due to the anti-inflammatory effect of halting microglia
proliferation®”. We found two drugs, JNJ-40346527
(CSFIR inhibitor) and Emactuzumab (anti-CSFIR
monoclonal antibody; Fig. 4a), which have been exten-
sively used in oncology®® but never to treat Alzheimer’s
disease. Ronacaleret, a calcium-sensing receptor (CASR)
inhibitor, could also mitigate the deleterious effects of the
amyloid cascade. CASR is expressed by astrocytes and is
responsible for detecting synaptic cleft Ca>" concentra-
tions. Extracellular amyloid-p oligomers activate CASR,
which induces the accumulation and secretion of more
oligomers, nitric oxide release, and VEGE-A expression®’.
This leads to neuronal death, sparing the astrocytes,
which continue the amyloid cascade®. Halting this
pathway early could reduce neuronal death and slow
down the progression of Alzheimer’s.

Some schizophrenia-related genes were also promising
drug targets (Fig. 4b) found both in WDD and Open
Targets (Supplementary Table 5). ERBB2, an essential
gene in the NRG1/ErbB signaling pathway, is targeted by
six drugs—three inhibitors (AC-480, Mubritinib, and CP
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724714) and three monoclonal antibodies (Trastuzumab,
Ertumaxomab, and MM-302; Fig. 4b). This pathway is
involved in schizophrenia due to its relevance to synaptic
transmission and plasticity*®. Moreover, it is known that
NRG1/ErbB signaling triggers myelination in oligoden-
drocytes®’. ErbBl inhibition has been proposed as a
potential antipsychotic approach®, and the anti-ErB2
monoclonal antibody Trastuzumab has been suggested as
a possible treatment tool for schizophrenia®. We also
found SLC6A9 (glycine transporter 1—GlyT1) inhibitors
(Fig. 4b). Bitopertin (NCT01116830) and PF-03463275
(NCT01911676) are actually going through clinical trials
for schizophrenia®*®° (Fig. 4b). Two anticonvulsant drugs
(Levetiracetam and Brivaracetam) targeting the synaptic
vesicle glycoprotein 2A are also promising in this respect
(Fig. 4b). Levetiracetam (Fig. 4b) was found to improve
cognition in a rat model for schizophrenia®. Brivaracetam
(Fig. 4b) has never been used to treat schizophrenia,
which makes it an attractive drug repositioning candidate.

Among the drugs connected to the remaining PND-
related genes (Fig. 4c, Supplementary Fig. 2), we highlight
those that act upon IL13 for autism and CEACAMS5 for
bipolar disorder (Fig. 4c). Drugs that affect genes con-
nected to depression, dementia, and Parkinson’s disease
are depicted in Supplementary Fig. 2, and discussed in the
Supplementary results section. IL13 has increased
expression in the T lymphocytes of autism patients®” and
exerts its inflammatory effects through the acidic mam-
malian chitinase (AMCase)®®. In this research, we found
two anti-IL13 monoclonal antibodies (Lebrikizumab and
Tralokinumab) and an AMCase inhibitor (allosamidin;
Fig. 4c). Neither drugs have been tested for autism.
CEACAMS5 (carcinoembryonic antigen-related cell adhe-
sion molecule 5, OMIM 114890) has been reported to be
a potential biomarker for bipolar disorder®”. CEACAM5
levels are higher in the manic phase®, and lithium
reduces its levels’’. Two CEACAM5-specific antibodies
and one bi-specific CEA/CD33 antibody with no prior
connections to bipolar disorder were also identified using
WDD and Open Targets (Fig. 4c, Supplementary Table 5).
Although it is unclear whether alterations in CEA serum
levels cause or arise due to bipolar disorder, reducing the
CEACAMS5 serum levels might be a promising approach.

Discussion

Our results provide robust evidence in favor of Bar-
abési’s shared components hypothesis'?, which states that
“[...]diseases that share disease-associated cellular com-
ponents (genes, proteins, metabolites, and miRNAs) show
phenotypic similarity and comorbidity”. Since we used
data obtained entirely from previously published works,
none of the individual relationships between genes and
drugs, and genes and PNDs, by definition, are novel.
Nonetheless, the network medicine framework presented
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here was able to integrate this accumulated knowledge
from the scientific literature to obtain several previously
unknown associations between drugs and PNDs. We also
showed that this framework can be applied with success
to different drug—gene—diseases interaction databases.

PNDs are dimensional conditions with multiple over-
lapping layers of complexity’’. We saw that PNDs that
share more symptoms, also share more genes. These
findings support the idea that PND-related genes are
associated with brain networks involved in shared beha-
vioral manifestations, such as cognition and fear-
threatening reactions’>. Our results also confirm the
genetic separation between neurological and psychiatric
disorders, seen recently using GWAS results’.

We were able to break down the inherent character-
istics of PNDs to find particularities. Cornerstone bio-
logical pathways associated with neuropsychiatry were
readily detectable in our data: amyloid beta plaque for-
mation in Alzheimer’s disease and dementia, apoptosis
for Parkinsons’s diseases and Hutington disease, synaptic
transmission for depression, anxiety, bipolar disorder
and schizophrenia, and synaptic organization and
cell-cell adhesion for autism (Supplementary results).
We were also able to detect consistent characteristics
that are just being described in the literature and have
not been fully explored yet, such as the involvement of
cancer-related miRNAs in Alzheimer’s disease®®, the
regulation of dopamine transmission by the circadian
cycle”®, and the role of subcellular molecular trafficking
in Huntington’s disease®*>>, Our results also supported a
genetic relation between depression and heart disease.
Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) and depression
are also common comorbidities’®, and patients with
HCM are correlated with a higher prevalence of
depression’”. Finally, by looking at the complete scope of
the literature published in the past 50 years, we were able
to identify a consistent neuroimmune/inflammatory
genetic signature in all PNDs.

Previous computer-based or experimental drug repo-
sitioning frameworks have relied on gene expression,
drug—trarget binding or phenotypical screenings to find
candidates’®””. WDD does not distinguish associations
between genes and disorders that occur due to SNPs,
epigenetic modifications, or differences in expression. If
two PNDs share a gene, each relation could involve a
different mechanism. No information on drug effect
direction is provided either. Thus, we had to compro-
mise in selecting potential candidates for drug reposi-
tioning; we decided to only keep drugs that were found
to affect one PND gene. This reduced the amount of
collected data, which allowed us to validate several
drug—gene—PND connection individually and prioritize
candidates for discussion. There was a caveat of
increasing specificity and decreasing the potential reach
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of the drugs. Since PNDs are complex, omnigenic dis-
orders”’, solutions focused on individual genes may not
be ideal. We selected drugs affecting genes that are
coexpressed in brain tissue from PND patients'>. Co-
expressed genes usually play more critical roles in dis-
eases, are more often targeted by drugs, and have
influence over the expression of other genes®”. We
predict that the reach of the selected drugs will be broad
due to the coexpressed nature of their targets. Using this
approach, we found monoclonal antibodies with repo-
sitioning potential. Monoclonal antibodies are highly
specific concerning their targets, but they are also large
molecules with low permeability through the
blood-brain barrier. This can be a challenge in the
follow-up validation of the drugs found in this research.
However, some of these antibodies are being discussed
as viable alternatives for treatment of schizophrenia and
Alzheimer’s disease’®®®, which indicates that our
approach is efficient in finding potential candidates for
drug repositioning. We also found drugs that could be
used in combination to treat PNDs. Six drugs that could
treat schizophrenia were found to target ERBB2.
Recently, the NRG1-ERBB4 signaling antagonist Spir-
onolactone was identified in a cell-based drug reposi-
tioning screening as a candidate for clinical trials for
schizophrenia’’. These drugs have the potential to
reduce dysconnectivity and hallucination by regulating
the NRG1-ErbB signaling. Four drugs could be used
synergistically to reduce microglia-mediated inflamma-
tion in Alzheimer’s disease, through the inhibition of
CSF1R and CD33. Three other drugs were also found to
target 1113, which could be used to reduce the inflam-
matory response in autism.

Our network medicine approach was able to success-
fully integrate the data obtained from millions of scientific
papers using complex networks to generate new insights
about PNDs. The network medicine framework proposed
here can be applied to drug—gene—disease interaction
databases, such as WDD and Open Targets. The drugs we
selected here are highly promising candidates for reposi-
tioning that could be taken into consideration for follow-
up in vitro and in vivo screenings.
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