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RESUMO

Genes controlados pelo relégio (CCG) sdo componentes cruciais da rede molecular
que sustenta o ritmo circadiano. Com transcri¢do controlada por genes relogio e alta
especificidade tecidual, desempenham participacdo fundamental na regulagao
circadiana de uma vasta gama de processos fisiolégicos, comportamentais e
imunoldgicos. O banco de dados CCorGsDB detectou genes correlacionados ao
genes relégio (CCorGs), potenciais CCG, a partir de redes de co-expressao génica
em regides do encéfalo de camundongos e de humanos. Como muitos CCorGs e
CCG sao alvos de farmacos, compreender sua expressao circadiana pode trazer
vantagens terapéuticas. A aplicagao de transcriptomas temporais em conjunto com o
CCorGsDB pode ajudar a esclarecer a influéncia que os genes reldgio exercem
sobre a expressao génica de CCorGs em diferentes tecidos. Dessa forma, o objetivo
do trabalho foi avaliar a associagdo entre o grau de correlagdo e ritmicidade
circadiana de CCorGs detectados em redes de co-expressao génica nos encéfalos
murino e humano a partir do banco de dados CCorGsDB. Para isso, dados
temporais de datasets publicos foram submetidos a analise de ritmicidade para
obtencao de amplitude relativa (rAMP). Diferencas de correlagdo na distribuicdo de
rAMPs foram avaliadas com o teste de Mann-Whitney. O teste de Fisher foi aplicado
para avaliar o enriquecimento de genes reldgio nos CCorGs de todas regides
murinas € humanas do CCorGsDB. O percentil 95 de rAMP demonstrou valores de
correlacdo maiores que o percentil 5 em todos os tecidos analisados, com excegao
do hipotalamo lateral rostral. 6 regides de camundongo e 7 regides de humano
apresentaram significancia estatistica (Fisher p<0.05). Os resultados sugerem que
as regides significantes para Fisher possuem enriquecimento para genes reldgio e
indicam maior robustez na expresséo de genes com maiores valores de correlagao
nas areas analisadas.

Palavras-chave: Ritmos circadianos; Redes de co-expressao génica; Genes
correlacionados ao relégio; Sistema nervoso central; Bioinformatica



ABSTRACT

Clock-controlled genes (CCG) are crucial components of the molecular network
sustaining the circadian rhythm. With transcription regulated by clock genes and high
tissue specificity, they play a fundamental role in the circadian regulation of a wide
range of physiological, behavioral, and immunological processes. The CCorGsDB
database identified genes correlated with clock genes (CCorGs), potential CCG,
through gene co-expression networks in mouse and human brain regions. Since
many CCorGs and CCG are drug targets, understanding their circadian expression
may offer therapeutic advantages. The application of temporal transcriptomes in
conjunction with CCorGsDB can help elucidate the influence of clock genes on the
gene expression of CCorGs in different tissues. Thus, the objective of this study was
to evaluate the association between the degree of correlation and circadian
rhythmicity of CCorGs identified in gene co-expression networks in mouse and
human brains from the CCorGsDB database. To achieve this, temporal data from
public datasets were subjected to rhythmicity analysis to obtain relative amplitude
(rAMP). Differences in correlation within the distribution of rAMPs were assessed
using the Mann-Whitney test. Fisher's test was applied to evaluate the enrichment of
clock genes among CCorGs in all murine and human regions included in the
CCorGsDB. The 95th percentile of rAMP showed higher correlation values compared
to the 5th percentile across all analyzed tissues, except for the rostral lateral
hypothalamus. Six mouse regions and seven human regions exhibited statistical
significance (Fisher p<0.05). These results suggest that regions significant in Fisher's
exact test are enriched for clock genes and indicate greater robustness in the
expression of genes with higher correlation values in the analyzed areas.

Palavras-chave: Circadian rhythms; Gene co-expression networks; Clock-correlated
genes; Central nervous system; Bioinformatics.
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1 INTRODUGAO

Os ritmos bioldgicos sdo fenbmenos moleculares, fisiolégicos e comportamentais
que ocorrem com a mesma periodicidade. A propriedade oscilatéria dos ritmos
biolégicos permite a classificacdo de acordo com sua periodicidade: ritmos
infradianos, que possuem periodo maior que 28 horas; ritmos ultradianos, cujo
periodo € menor que 20 horas; e por fim, os ritmos circadianos, no qual o periodo

tem aproximadamente 24 horas de duragao.

Vérios processos biolégicos possuem ritmicidade circadiana. Os reldgios
circadianos, por exemplo, sao oscilagbes autossustentaveis que ocorrem nas células
com um periodo proximo de 24 horas e que podem ser encontrados em organismos
procariontes e eucariontes, em diferentes niveis de complexidade (PITSAWONG et
al., 2023). Em mamiferos, ha algas de retroalimentagado formadas por reguladores
positivos e negativos. Os reguladores positivos consistem nos genes Clock e Bmal1,
que ativam a transcricdo dos genes Per e dos genes Cry, que formardao o
heterodimero PER/CRY atuando como reguladores negativos ao formarem um
heterodimero e inibirem a transcricio CLOCK/BMAL1. Outros genes, como NpasZ,
Nr1d1, Nr1d2, Dbp e Tef participam de algas secundarias de retroalimentacéo e

contribuirdo na regulagdo da maquinaria celular circadiana.

Além de ativarem a alga repressora, o dimero formado por CLOCK e BMAL1
pode atuar em sequéncias E-BOX presentes na regido promotora de transcrigcdo de
diversos genes (LAOTHAMATAS et al, 2023). Esses genes ndo estao
necessariamente envolvidos no reléogio molecular, mas acabam apresentando
expressao com perfil ritmico como a dos genes reldgio, sendo entdo denominados
genes controlados pelo relégio ou Clock-Controlled Genes (CCG). Diferente dos
clock genes, os CCG apresentam especificidade tecidual, ou seja, ndo séao
expressos com o mesmo padrdo em todos os tecidos (TAKAHASHI, 2017), sendo

fundamentais para a manutengao da fisiologia dos organismos multicelulares.
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Diversos CCG conhecidos sao alvos de psicofarmacos ou farmacos em geral.
Considerando que estimativas apontam que 50% do genoma humano apresenta
padrao ritmico (ZHANG et al.,, 2014), inumeros outros genes podem estar sob
controle do relogio biolégico e serem alvos de medicamentos. Logo, a identificagéo
de novos CCG pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias cronoterapéuticas
que levam em consideragao propriedades da expressao circadiana como amplitude,
fase e periodo, levando a potencializagao do tratamento com farmacos. No entanto,
essa tarefa pode ser dificil, ja que ha especificidade tecidual dos CCG e demanda

numerosas coletas seriadas realizadas em longos periodos de tempo.

Diante disso, a bioinformatica demonstra ser grande aliada em estudos que
buscam destrinchar a ritmicidade circadiana biologica. Varias ferramentas ja foram
desenvolvidas para facilitar a investigacdo a partir de transcritos, e variam de
ferramentas de aprendizado de maquina capazes de prever ritmos a partir de
poucos pontos de coleta (WU et al., 2020) a bancos de dados publicos com mapas
de expressdo génica em numerosos tecidos e diferentes organismos. Nesse
contexto, o CCorGsDB €& um banco de dados que disponibiliza dados sobre genes
com correlagdo com genes reldgio ou Clock-correlated genes (CCorGs), possiveis
CCG, identificados em regides do encéfalo de camundongos e de humanos a partir

de redes de co-expressao génica.

Ademais, a utilizacdo de transcriptomas temporais € amplamente empregada
em investigagbes sobre mecanismos e dindmicas moleculares dos ritmos
circadianos por possibilitarem a compreensdo dos transcritos em um contexto
temporal (WANG et al., 2022). Além disso, muitos transcriptomas sao depositados
em bancos de dados publicos como o NCBI, permitindo seu uso em diversos
estudos e sendo uma alternativa as custosas coletas seriadas. Dessarte, a
aplicacdo do CCorGsDB em conjunto com transcriptomas temporais de regides
cerebrais pode ajudar esclarecer a influéncia que os genes reldgio exercem sobre a

expressao génica dos CCorGs.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar a associagao entre o grau de correlagao e ritmicidade circadiana em
CCorGs detectados em redes de co-expressao génica nos encéfalos murino e
humano a partir do banco de dados CCorGSDB.

2.2 Objetivos especificos:

e Analisar e identificar a expressao circadiana de genes com grau de correlagao
com genes relogio em séries temporais de transcriptomas de regides do
cérebro de camundongo;

e Avaliar a diferenca dos valores de correlacdo de Pearson na distribuicdo de
amplitude relativa (rAMP) de CCorGs nas regides do cérebro murino;

e Avaliar o possivel enriquecimento dos CCorGs para genes relégio nas regides

do cérebro humano e murino.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Ritmos biolégicos

Os ritmos biolégicos sao variagdes biolégicas que se repetem com a mesma
periodicidade, podendo ser bioquimicas, fisioldgicas e comportamentais. Os ritmos
bioldégicos podem ser infradianos, se apresentarem um periodo maior que 28 horas,
ultradianos, se o periodo for menor que 20 horas, e circadianos, com oscilagdes de
aproximadamente 24 horas. Os ritmos teriam surgido e evoluido em resposta a
fendbmenos ciclicos observados na natureza, como o ciclo diario claro/escuro
decorrente do movimento de rotagdo que a Terra faz em volta do seu préprio eixo,
concedendo previsibilidade a esses eventos (GOLOMBEK; BUSSI; AGOSTINO,
2014).

Os ritmos circadianos sao oscilagbes autbnomas com periodo de
aproximadamente 24 horas de duracdo que acontecem a nivel celular e que podem
ser encontradas em organismos procariontes e eucariontes. A maquinaria molecular
dessas oscilacdes envolve alcas de retroalimentacido transcricional-traducional ou
Transcriptional-translation feedback  loops  (TTFL) e processamentos
pés-transcricionais e traducionais (PITSAWONG et al., 2023).

Em eucariontes, as algas de retroalimentagao sao formadas por reguladores
positivos e negativos (Figura 1). Em mamiferos, os genes Clock, Basic
helix-loop-helix ARNT like 1 (Bmal1), Period (Per) e Cryptochrome (Cry) s@o os
componentes centrais do relégio molecular. As proteinas homénimas CLOCK e
BMAL1 formam o heterodimero CLOCK/BMAL1 que ativara a transcricao dos genes
PER1, PER2, PER3 e dos genes CRY1 e CRY2, constituindo, desse modo, os
reguladores positivos. As proteinas de Per e Cry, por sua vez, atuam como
reguladores negativos ao inibirem a atividade e transcrigdo dos genes Clock e

Bmal1, inibindo, ao mesmo tempo, sua proépria transcrigao (TAKAHASHI, 2017).
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Figura 1 - Algas de retroalimentagao transcricionais-traducionais. A alca ativadora
comporta os reguladores positivos e a alga repressora, os reguladores negativos. Fonte:
Elaborado pelo Autor (2024).

CLOCK/BMAL1 é capaz de fazer ligagdo com sequéncias E-BOX da regiéao
promotora de outros genes além de Per e Cry e, dessa maneira, induzir transcrigao
ritmica de outros genes reldgio e dos chamados genes controlados pelo relégio
(MARRI et al., 2023). Entre as algas secundarias de retroalimentagdo estdo as dos
genes relogio Nuclear receptor subfamily 1 group D member 1 e 2 (Nr1d1, Nr1d2),
Related Orphan Nuclear Receptor Alpha/Beta (RorA e RorB), D-site binding protein
(Dbp) e Nuclear factor interleukin 3 regulated (Nfil3), que participam da regulacao dos
componentes centrais (TAKAHASHI, 2017). Rev-erba e Rev-erbp, proteinas
codificadas por Nr1d1 e Nr1d2, e RORa e ROR participam do controle transcricional
de Bmal1 (PATKE; YOUNG; AXELROD, 2020). As RORs promovem a transcri¢gao de
Bmal1, enquanto as Rev-erbs, em contrapartida, inibem a transcricdo de Bmal1
competindo com as RORs pelo mesmo sitio promotor RORE (ZHANG et al., 2015).
Ja a proteina DBP promove a ativagao de sequéncias D-BOX, sitio pelo qual compete
com NFIL3 para inibigdo da transcricdo de outros genes relégio e CCG
(LAOTHAMATAS et al., 2023), (Figura 2).

Diversas  proteinas participam dos mecanismos relacionados a
processamentos pos-transcricionais e traducionais. As enzimas CK10 (casein kinase
10) and CK1¢e (casein kinase 1¢), por exemplo, realizam fosforilagdo de PER e CRY,

regulando a estabilidade do heterodimero e facilitando a entrada e atividade no
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nucleo (ARYAL et al.,, 2017). Outros processos pos-transcricdo e pos-tradugédo de
componentes do reldgio central envolvem uma complexa rede composta por

quinases, ubiquitinas e enzimas (PARTCH, 2020).
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Figura 2 - Mecanismos moleculares envolvidos nas algas de retroalimentagao que
compoem o relégio celular. Observa-se a alga principal na divisao via no E-Box e as algas
secundarias via RORE e D-Box, além de estar ilustrada as interacdes entre as algas. Fonte:
LAOTHAMATAS et al., 2023.

3.2 Sincronizagao e relégios periféricos

Organismos multicelulares possuem osciladores circadianos auténomos
espalhados por diferentes tecidos do corpo, comumente chamados de relégios
periféricos. A coordenagao desses ritmos circadianos nos diversos tecidos é
realizada sistematicamente, em mamiferos, por meio dos nucleos supraquiasmaticos
(NSQ). Os NSQ processam as informagdes Iluminosas internalizadas por
fotorreceptores localizados na retina e ajustam principalmente a fase do ritmo em
funcao do ciclo claro/escuro externo, que é a principal pista ambiental (ALBRECHT,
2012). Os NSQ ficam localizados no cérebro na porgao anterior ao hipotalamo e sao

chamados de reldgio ou marcapasso central e a sincronizagdo do NSQ com relogios
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periféricos acontece por vias neuronais e humorais (COX; TAKAHASHI, 2019).

O sinal gerado pelos nucleos supraquiasmaticos sao primariamente
transmitidos por vias eferentes projetadas a diferentes regides do talamo e regides
do hipotalamo, como nucleo arqueado, area pré-Optica, zona periventricular e nucleo
paraventricular do hipotalamo (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). Do nucleo
paraventricular, conexdes com outras regides e com a hipofise permitirdo que varios
eixos hormonais sejam modulados para sinalizagdo e resposta ao sinal
sincronizador (BEGEMANN; NEUMANN; OSTER, 2020). A propagagao dos sinais
para glandulas, como adrenal, e O6rgaos, como o figado, proporciona a
sincronizagao de reldgios periféricos presentes em outros tecidos e temporizagao de
diversos processos autondmicos (MOHAWK; GREEN; TAKAHASHI, 2012), (Figura
3).
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Figura 3 - Esquema da sincronizagao circadiana fética. Fonte: DELISLE et al.,
2021.

As vias neuronais de transmissdo contam com a atuacdo de diversos
neurotransmissores, indo desde o NSQ até os reldgios periféricos. GABA, glutamato
e serotonina sdo exemplos de neurotransmissores que participam da sinalizagao
circadiana (BUSSI et al, 2023; CHI-CASTANEDA; ORTEGA, 2018; DAUT; FONKEN,
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2019). Ja as vias humorais contam com hormdnios como o hormdnio liberador de
corticotropina (CRH), horménio adrenocorticotréfico (ACTH), melatonina, cortisol,
arginina vasopressina, glicocorticoides, entre muitos outros (DIBNER; SCHIBLER;
ALBRECHT, 2010).

De maneira geral, os relégios periféricos possuem o mecanismo similar ao
central (BROWN; AZZI, 2013; COOMANS; RAMKISOENSING; MEIJENS, 2015) e
desempenham papel fundamental para o funcionamento correto dos tecidos que
integram. No cérebro, além das estruturas ja citadas possuirem oscilagéo circadiana,
outras estruturas, como o bulbo olfatério, hipocampo e cerebelo, j& demonstraram
robusta expressao circadiana (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). No
coragao, os relégios periféricos circadianos participam da manutengdo da
homeostase do érgédo, enquanto na pele regulam o controle do crescimento de
foliculos pilosos e da sintese de melanina (TAKEDA; MAEMURA, 2015; AL-NUAMI
et al., 2014; HARDMAN et al., 2015).

3.3 Genes controlados pelo relégio (CCG)

Genes controlados pelo relégio ou clock-controlled genes (CCG) sao genes
que possuem sua transcrigdo regulada por componentes do relégio celular. A
regulacdo desses genes pode acontecer principalmente a partir das sequéncias
E-box, RORE ou D-box (KORENCIC et al., 2014). Diferente dos genes reldgio, os
CCG nédo necessariamente compdem ou regulam elementos do relégio. Na
realidade, muitos cumprem funcdes de sinalizacdo e influenciam diretamente a

regulagdo de numerosos processos metabdlicos nos tecidos (HAUPT et al., 2021).

De contraponto aos genes relégio, que sdo expressos de forma ubiqua em
todo o organismo, os CCG possuem especificidade tecidual, ou seja, expressao
diferencial em distintos tipos celulares e 6rgaos. Evidéncias apontam que essa
diferenca de expressao acontece de acordo com a disponibilidade do DNA na
cromatina para a ligacao de CLOCK/BMAL1 e a presenca de fatores de transcrigao
tecido-especifico (BEYTEBIERE et al., 2019). Em adicdo a essa caracteristica, a
especificidade temporal dos CCG auxilia na regulagdo da atividade dos relégios

periféricos em todo o organismo, uma vez que muitos atuam como fatores de
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transcricdo promovendo oscilagdes secundarias de transcricdo nas células
(SAMOILOVA et al., 2021).

Em mamiferos, analises gendbmicas mostram que a quantidade de genes que
apresentam expressao circadiana no organismos varia de acordo com a espécie.
Em babuinos, evidéncias indicam que mais de 80% do genoma apresenta
ritmicidade circadiana (MURE et al., 2018). Em humanos, a estimativa aponta que
cerca de 50% do genoma seja ritmico (Zhang et al., 2014). A nivel tecidual, a
percentagem de genes controlados pelo relogio tende a refletir a especificidade
tecidual variando de acordo com o tecido. Analises com tecidos de ratos mostraram
que, em alguns tecidos, menos de 10% dos transcritos sao ritmicos (MAVROUDIS et
al., 2018).

3.4 CCorGSDB e genes correlacionados

A compreensdo do ciclo circadiano se faz de suma importancia para a
compreensao de problemas de saude e o desenvolvimento de estratégias
cronoterapéuticas (DIJK; DUFFY, 2020; LEE; FIELD; SEHGAL, 2021). A utilizagao
de ferramentas da bioinformatica para a analise de dados “dmicos” circadianos
facilita e acelera pesquisas cronobiolégicas (LOPES et al.,, 2013). Diversas
ferramentas ja foram desenvolvidas para facilitar a interpretacao dos dados, como
modelagens matematicas, métodos de aprendizado para identificagdo de padrdes
com poucas amostras (HESSE et al., 2020; TALAMANCA; NAEF 2020;
WITTENBRINK et al., 2018) e banco de dados.

Nesse cenario, o CCorGsDB (https://famed.ufal.br/ccorgs) € um banco de

dados desenvolvido pelo Centro de Medicina Circadiana da FAMED, que
disponibiliza listas de potenciais CCG em regides do sistema nervoso central de
camundongos e de humanos (SANTOS, 2022). A identificagdo dos genes foi feita a
partir de redes de co-expressao génica analisadas pelo método de WGCNA, que
seleciona os conjuntos de genes a partir de valores de correlagcdo mais altos
(LANGFELDER; HORVATH, 2008). Dessa forma, o CCorGsDB dispbe dados sobre
genes com correlagcdo com 10 genes relogio: Arntl, Cry1, Dbp, Npas2, Nr1d1,

Nr1d2, Per1, Per2, Per3 and Tef em 13 regides do encéfalo de camundongos e 13
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de humanos, assim como informacdes de doencas a que estao relacionados.

4 METODOLOGIA

] OBTENGAO E ANALISE DE RITMICIDADE E @
PROCESSAMENTO DE DADOS R OBTENGAO DE rAMP
GSE54652 meta2d do metaCycle
e GSE228967 FAMP
0 N g-;éi p<0.05 IC 95%
[] AVALIAGAO DE VALORES DE AVALIAGAO DO
CORRELAGAO NA DISTRIBUIGAO ENRIQUECIMENTO DE CCORGS
DE rAMP R PARA GENES RELOGIO
Teste de Mann-Whitney Teste Exato de Fisher
Percentil 95 e percentil 5 de rAMP percentil 90 de CCorGs
p<0.05 IC 95% p<0.05 IC 95%

Figura 4 - Fluxograma da metodologia aplicada ao trabalho. O fluxograma conta
com as etapas realizadas para a realizagao do trabalho, destacando as ferramentas,
testes estatisticos e conjunto de dados empregados em cada etapa. Allen Brain
Atlas (ABA), Genotype-Tissue Expression portal (GTEX) Fonte: Elaborado pelo autor
(2025).

4.1 Obtencgao e normalizagcao de dados:

Os dados de séries temporais para regides do sistema nervoso central de
camundongo foram obtidos a partir de datasets depositados no GEO NCBI dos
estudos de Zhang et al.,, 2014 e Van Rosmalen et al., 2024, com os cédigos de
acesso de GSE54652 e GSE228967, respectivamente. Os A normalizagdo dos
dados foi realizada com o pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) do
Rstudio.

Apenas os dados correspondentes as regides disponiveis no CCorGSDB
foram considerados (Quadro 1). Assim, foram utilizados dados de tronco encefalico,
cerebelo e hipotalamo de Zhang et al., 2014; e os dados de tronco encefalico,
cerebelo, hipocampo, cértex, cortex pré-frontal, bulbo olfatério, area pré-optica,

nucleos supraquiasmaticos, nucleo arqueado, nucleo paraventricular do hipotalamo,



26

regido caudal do hipotalamo lateral, regido rostral do hipotalamo lateral, hipotalamo
dorsomedial, hipotalamo ventromedial e zona periventricular do hipotalamo,
conforme descritos por Van Rosmalen et al., 2024. Neste ultimo caso, somente os

dados do grupo controle, isto €, camundongos noturnos, foram utilizados.

A lista de CCorGs por regiao e valores de correlagao desses genes foi obtida
com base no banco de dados CCorGsDB. Para o teste de Fisher, os dados originais
aplicados para a construgao das redes de correlagdo do CCorGsDB foram utilizados,
oriundos dos bancos de dados Allen Mouse Brain Atlas (ABA,
https://atlas.brain-map.org/), para camundongos, e Genotype-Tissue Expression,

para humanos (GTEX, https://gtexportal.org/home/).

Quadro 1 - Regides equivalentes presentes nos estudos e no CCorGsDB.

Regiao Regiao correspondente no
CCorGsDB
Van Rosmalen et al., 2024
Nucleo arqueado Hipotalamo
Tronco encefalico Tronco encefalico

Cerebelo Cerebelo

Cortex Isocortex

Cortex pré-frontal Isocortex

Bulbo olfatério Areas olfatérias
Hipocampo Hipocampo
Hipotalamo dorsomedial Hipotalamo
Area pré-optica Hipotalamo
Nucleo supraquiasmatico Hipotalamo
Nucleo paraventricular Hipotalamo
Hipotalamo lateral - regidao caudal Hipotalamo
Hipotalamo lateral - porcao rostral Hipotalamo
Hipotalamo ventromedial Hipotalamo
Zona periventricular Hipotalamo
Zhang et al., 2014
Tronco encefalico Tronco encefalico

Cerebelo Cerebelo

Hipotalamo Hipotalamo

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
4.2 Analise de ritmicidade:

Para a analise de ritmicidade e obtencdo de amplitude relativa (rAMP) dos

genes de cada regido, utilizou-se a fungdo meta2d do pacote metaCycle (WU et al.,
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2016) do R studio, que integra os algoritmos de anadlise circadiana ARSER,
JTK_CYCLE e Lomb-Scargle para detecgao de periodicidade em dados de séries
temporais. Além disso, o metaCycle permite o acesso a propriedades da expressao
do gene analisado, como fase, periodo e amplitude relativa. Considerou-se

significancia estatistica p< 0.05 e Intervalo de confianca (IC) 95%.

4.3 Deteccao de CCorGs e avaliagao de valores de correlagao na distribuicao
de rAMP:

Os CCorGs presentes nas séries temporais foram identificados a partir de

interse¢des entre as listas do CCorGsDB e dos dados de cada regiéo .

A amplitude relativa geralmente € amplamente empregada como indicativo da
robustez da expressao génica. Por esse motivo, o teste de Mann-Whitney foi
aplicado para avaliar a diferenga entre os valores de correlagéo de Pearson entre os
extremos da distribuicdo de rAMP, sendo os percentis 5 (menor rAMP) e 95 (maior
rAMP) utilizados para essa finalidade (Figura 5). O calculo do tamanho do efeito (d

de Cohen) foi realizado em seguida.

Grupo
Intermediario
@ Percentil 5
@ Percentil 95

rAMP
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Figura 5 - Cortes dos Percentis 95 e 5 da distribuicio de amplitude
relativa(rAMP) no transcriptoma de tronco encefalico de camundongo. Grafico
de dispersdao que mostra a distribuicdo dos genes presentes no transcriptoma de
tronco encefalico murino oriundo do conjunto de dados de Van Rosmalen et al.,
2024. Cada ponto representa um transcrito, preservando a ordem original do
transcriptoma. O percentil 5 da distribuicdo de amplitude relativa € destacado em
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azul, enquanto o percentil 95 é destacado em vermelho. Fonte: Elaborado pelo autor
(2025).

4.5 Avaliagao do enriquecimento de CCorGs para genes relégio:

Para avaliar o possivel enriquecimento de genes correlacionados para genes
relogio, aplicou-se o teste exato de Fisher para comparar a propor¢ao de genes
relogio recuperados no percentil 90 dos valores de correlagdo de CCorGs com a
taxa de genes relégio presentes nos transcriptomas dos tecidos encefalicos
utilizados para a construgdgo do CCorGSDB. As taxas foram calculadas
considerando 22 genes relogio bem descritos na literatura: Arntl, Arntl2, Clock, Cry1,
Cry2, Csnk1a1, Csnk1d, Csnk1e, Dbp, FbxI3, FbxI21, HIf, Npas2, Nr1d1, Nr1d2,
Per1, Per2, Per3, Rora, Rorb, Rorc e Tef.

Treze tecidos humanos (Cértex cingulado anterior, amigdala, hipocampo,
cortex frontal, nucleo accumbens, nucleo caudado, cerebelo, hemisfério cerebelar,
hipotalamo, putadmen, medula espinhal e substéncia negra e sistema nervoso
central) e treze tecidos murinos (Tronco encefalico, cerebelo, hipocampo,
hipotalamo, isocoértex, mesencéfalo, medula espinhal, sistema nervoso central,
talamo, palido, ponte, estriado e areas olfatérias) foram avaliados. E valido ressaltar
que, nos transcriptomas humanos, o numero de genes dos transcriptomas apresenta

genes codificantes e ndo-codificantes.
5 RESULTADOS

Todos os tecidos analisados demonstraram valores de correlacéo
estatisticamente maiores (Mann-Whitney p<0.05) no percentil 95 em comparacéao
com o percentil 5 da distribuigdo de rAMP, tanto com os dados de Zhang et al., 2014
(Figura 6), quanto com os dados de Van Rosmalen et al., 2024, com excegéo da
regido rostral do hipotalamo lateral, onde p = 0.05259 (Figura 7 e Tabela 1). Ainda
assim, foi possivel observar que o valor da média de correlacdo de Pearson foi
ligeiramente maior no percentil 95 (Tabela 1), o que demonstra que, mesmo sem
significancia estatistica detectada, a regido manteve a tendéncia dos dados
observada nas demais.

Em relagdo ao tamanho de efeito, onde todas as regides apresentaram

tamanhos médios a grandes (d>0.5), exceto a porgao rostral do hipotalamo lateral,
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que apresentou d= 0.4334169, indicando tamanho de efeito baixo (Tabela 1).
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Figura 6 - Diagrama em caixa com a distribuicdo dos valores de correlagdo de
Pearson (r) nos percentis 5 (Baixa rAMP) e 95 (Alta rAMP) da distribui¢cao da
amplitude relativa (rAMP) dos dados de Zhang et al., 2014. * representa p<0.05.
E possivel observar que em todas as estruturas cerebrais ha a tendéncia do
conjunto de genes com valores de amplitude mais altos (Percentil 95) de possuirem
valores de correlagdo mais alta. Todas as regides apresentaram diferenga estatistica
significativa no teste de Mann-Whitney. As barras de erro indicam os valores maximo
e minimo da distribuicdo. Os valores de mediana e numero amostral de cada
percentil estdo presentes na Tabela 2. Cerebelo (CER); Tronco encefalico (TRE);
Hipotalamo (HIT). Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 7 - Diagrama em caixa com a distribuicdo dos valores de correlagao de
Pearson (r) nos percentis 5 (Baixa rAMP) e 95 (Alta rAMP) da distribuicao da
amplitude relativa (rAMP) dos dados de Van Rosmalen et al., 2024. * representa
p<0.05. E possivel observar que em todas as estruturas cerebrais ha a tendéncia do
conjunto de genes com valores de amplitude mais altos (Percentil 95) de possuirem
valores de correlacdo mais alta. Com excecao da regiao rostral do hipotalamo
lateral, todas as outras regides apresentaram diferenga estatistica significativa no
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teste de Mann-Whitney. As barras de erro indicam os valores maximo e minimo da
distribuicdo. Os valores de mediana e numero amostral de cada percentil estdo
presentes na Tabela 2. Hipotalamo (HIP); Nucleos supraquiasmatico (NSQ); Tronco
encefalico (TRE); Zona periventricular (ZPV); Hipotalamo lateral caudal (LCH);
Hipotalamo dorsomedial (HDM); Nucleo arqueado (ARQ); Nucleo paraventricular
(NPV); Cortex pré-frontal (CPF); Cerebelo (CER); Bulbo olfatério (OLB); Cortex
(COR); Areas pré-6pticas (APO); Hipotalamo ventromedial (HVM); Hipotalamo lateral
Rostral (HLR). Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Tabela 1 - Resultados dos testes de Mann-Whitney e tamanho de efeito. Valores
para as médias de correlagado de Pearson (r) nos percentis 5 e 95 da distribui¢cao de
rAMP, valor de p do teste de Mann-Whitney e tamanho de efeito (d de Cohen).

Regiao Médiaderno Médiaderno Mann-Whitney d de
percentil 5 de percentil 95 pvalue Cohen
rAMP de rAMP
Van Rosmalen et
al., 2024

Nucleo arqueado 0.272 0.292 p = 0.0002941 0.81

Tronco encefalico 0.267 0.293 p = 3.487¢ 1.03

Cerebelo 0.275 0.289 p = 0.005329 0.62

Cortex 0.269 0.290 p = 0.00608 0.76

Coértex pré-frontal 0.269 0.289 p = 0.0004363 0.59

Bulbo olfatoério 0.269 0.289 p = 0.005562 0.77

Hipocampo 0.273 0.303 p = 2.856e 1.32

Hipotalamo 0.275 0.296 p=0.0001992 0.83
dorsomedial

Area pré-optica 0.272 0.287 p =0.007576 0.59

Nucleos 0.270 0.296 p = 3.329¢™ 1.14
supraquiasmaticos

Nucleos 0.271 0.291 p =0.0004358 0.78
paraventricular

Hipotalamo lateral - 0.271 0.292 p =0.0001388 0.85
Caudal

Hipotalamo lateral - 0.272 0.279 p = 0.05259 0.43
Rostral

Hipotalamo 0.273 0.286 p=0.01177 0.56
ventromedial

Zona 0.269 0.290 p = 9.915e-05 0.87

Periventricular
Zhang et al., 2014

Tronco encefalico 0.267 0.300 p =4.58e" 1.60
Cerebelo 0.270 0.307 p< 22e'® 1.87
Hipotalamo 0.274 0.304 p =3.239¢e™ 1.48

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).



31

Tabela 2 - Nomero amostral (#) e valores para as medianas de correlagao de
Pearson (r) nos percentis 5 e 95 da distribuicao de rAMP.

Regiao Mediana de # Genes no Mediana de # Genes no
r no percentil 5 de r no percentil 95
percentil 5 rAMP percentil 95 de rAMP
de rAMP de rAMP
Van Rosmalen et
al., 2024

Nucleo arqueado 0.266 998 0.282 361

Tronco encefélico 0.259 998 0.284 326

Cerebelo 0.262 979 0.284 280

Cortex 0.259 990 0.287 250

Cortex pré-frontal 0.259 1087 0.283 338

Bulbo olfatoério 0.259 990 0.283 345

Hipocampo 0.259 1015 0.297 413

Hipotalamo 0.265 1000 0.292 327
dorsomedial

Area pré-optica 0.261 1006 0.276 338

Nucleos 0.260 962 0.295 384
supraquiasmaticos

Nucleos 0.258 966 0.285 381
paraventricular

Hipotalamo lateral - 0.261 973 0.285 374
Caudal

Hipotalamo lateral - 0.273 996 0.261 323
Rostral

Hipotalamo 0.264 980 0.280 324
ventromedial

Zona 0.258 981 0.289 381

Periventricular
Zhang et al., 2014

Tronco encefalico 0.259 998 0.295 648
Cerebelo 0.262 912 0.301 730
Hipotalamo 0.262 887 0.304 649

Todos os tecidos dos humanos apresentaram taxa de genes reldgio
recuperados maiores que a taxa de genes reldgio do transcriptoma humano (Figura
8, tabela 3). Nas regides de camundongos, apenas 2 regides encefalicas (medula e
ponte) apresentaram taxa de genes relégio recuperados menor que a do

transcriptoma murino e 1 regido (cerebelo) ficou na média (tabela 3).

Na totalidade, 6 areas de camundongos (lsocortex, areas olfatérias, sistema
nervoso central, tronco encefalico, corpo estriado e talamo) e 7 areas de humanos

(Sistema nervoso central, hemisfério cerebelar, nucleo accumbens, cortex frontal,
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nucleo caudado, corda espinhal e substéncia Negra) apresentaram significancia
estatistica (p< 0.05) na comparagao com o transcriptoma de cada espécie (Figura 8,
tabela 3 e tabela 4).
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Figura 8 - Diagrama de dispersao com a distribuicao das regides encefalicas
analisadas posicionadas de acordo com -log10(p-value do teste Exato de
Fisher). A linha tracejada vertical vermelha delimita o ponto em que o valor de p
=0.05, logo, a esquerda dessa linha, observa-se as regides que obtiveram valor de
p>0.05, enquanto a direita, regides com significancia estatistica detectada (p<0.05).
As linhas tracejadas horizontais marcam os pontos das taxas médias de genes
reldgio para os transcriptomas de camundongo (verde) e humanos (marrom),
regides abaixo dessas linhas obtiveram taxas de genes reldgio recuperados abaixo
da taxa média do transcriptomas. Observa-se que, para humano, todas as regides
tiveram taxa acima da média do transcriptoma humano (0.07), enquanto que, para
apenas duas regides obtiveram valor abaixo da média da taxa do transcriptoma
murino (0.11). O tamanho dos pontos varia de acordo com a quantidade de genes
com correlagao de Pearson maior que 0.8, que € considerada uma correlagao alta.
Hemisfério cerebelar Hipotalamo (HIP); Tronco encefalico (TRE); Hipotalamo (HIT);
Sistema nervoso central (SNC); Corda espinhal (SC); Coértex cingulado anterior
(CCA); Substancia negra (SNE). Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 3 - Dados de transcriptomas de camundongo, humano e recuperados
no CCorGSDB. Quantidade numérica (#) de genes, genes reldgio e taxa de genes
reldgio presentes nos transcriptomas de camundongo e humanos utilizados para a
construcdo do CCorGsDB. Numero de CCorGs presentes, genes reldgio
recuperados e tava de genes reldgio recuperados.

Transcriptoma #Genes # Genes % Genes #CCorGs # Genes % Genes
relogio relogio (percentil relogio relogio
90) recuperados recuperados
Camundongo
(ABA)
Isocortex 19933 22 0.11 1124 6 0.53
Areas olfatorias 19933 22 0.11 5162 15 0.29
Sistema Nervoso 19933 22 0.11 1588 6 0.37
Central
Tronco 19933 22 0.11 2058 7 0.34
Encefalico
Corpo Estriado 19933 22 0.11 4006 11 0.27
Talamo 19924 22 0.11 2054 8 0.38
Mesencéfalo 19933 22 0.11 5452 9 0.16
Corpo Palido 19923 22 0.11 3047 5 0.16
Ponte 19932 22 0.11 1219 0 0
Hipocampo 19932 22 0.11 1609 2 0.12
Hipotdlamo 19885 22 0.11 980 1 0.10
Cerebelo 19924 22 0.11 4217 4 0.11
Medula 19932 22 0.11 1662 1 0.06
Humano
(GTEXx)
Sistema Nervoso 53921 22 0.04 5015 15 0.29
Central
Hemisfério 50943 22 0.04 3084 10 0.32
cerebral
Nucleo 51506 22 0.04 4944 12 0.24
Accumbens
Cortex frontal 51004 22 0.04 3038 9 0.29
Nucleo caudado 51311 22 0.04 5415 12 0.22
Corda espinhal 50064 22 0.04 3822 8 0.20
Substancia 49596 22 0.04 1858 4 0.21
Negra
Cerebelo 17526 22 0.12 1015 4 0.39
Hipotalamo 51222 22 0.04 1882 3 0.16
Hipocampo 17549 22 0.12 1993 6 0.30
Putamen 17521 22 0.12 3702 9 0.24
Amidala 17528 22 0.12 2478 5 0.20
Cortex 17958 22 0.12 1933 3 0.15
Cingulado
Anterior

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 4 - Resultado do teste exato de Fisher para avaliar o enriquecimento
circadiano das regides do CCorGsDB. Valores de p para o teste exato de Fisher
em cada tecido encefalico presente no CCorGsDB. Os transcriptomas das regides
de camundongo foram provenientes do Allen Brain Atlas (ABA), enquanto das
regides de humano foram oriundas do Genotype-Tissue Expression (GTEXx) Portal.

Transcriptoma  #Genes % Genes #CCorGs % Genes Teste de
relogio (percentil relogio Fisher
90) recuperados
Camundongo
(ABA)
Isocortex 19933 0.11 1124 0.53 p=0.0031*
Areas olfatérias 19933 0.11 5162 0.29 p = 0.0065%*
Sistema Nervoso 19933 0.11 1588 0.37 p=0.0149*
Central
Tronco 19933 0.11 2058 0.34 p=0.0155*%
Encefélico
Corpo Estriado 19933 0.11 4006 0.27 p=0.0176*
Talamo 19924 0.11 2054 0.38 p=0.0418*
Mesencéfalo 19933 0.11 5452 0.16 p=0.2816
Corpo Palido 19923 0.11 3047 0.16 p=0.3937
Ponte 19932 0.11 1219 0 p=0.6352
Hipocampo 19932 0.11 1609 0.12 p =0.6994
Hipotdlamo 19885 0.11 980 0.10 p=1
Cerebelo 19924 0.11 4217 0.11 p=1
Medula 19932 0.11 1662 0.06 p=1
Humano
(GTEXx)
Sistema Nervoso 53921 0.04 5015 0.29 p=1.367¢"*
Central
Hemisfério 50943 0.04 3084 0.32 p = 7.479¢"%*
cerebral
Nucleo 51506 0.04 4944 0.24 p=1.786e"*
Accumbens
Cortex frontal 51004 0.04 3038 0.29 p=3.671e"*
Nucleo caudado 51311 0.04 5415 0.22 p=4.221¢"*
Corda espinhal 50064 0.04 3822 0.20 p =0.0009*
Substancia 49596 0.04 1858 0.21 p=0.0135%
Negra
Cerebelo 17526 0.12 1015 0.39 p=0.0515
Hipotdlamo 51222 0.04 1882 0.16 p=0.0574
Hipocampo 17549 0.12 1993 0.30 p=0.0598
Putamen 17521 0.12 3702 0.24 p=0.0975
Amidala 17528 0.12 2478 0.20 p=10.3725
Cortex 17958 0.12 1933 0.15 p=0.7301
Cingulado
Anterior

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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6 DISCUSSAO

A identificacdo de genes circadianos em tecidos distintos € crucial para a
compreensao total de processos metabdlicos, comportamentais e imunoldgicos.
Nessa pesquisa, avaliamos os valores de correlagdo ao longo da distribuicido de
amplitude relativa (rAMP) de CCorGs detectados em séries temporais de cérebros
murinos (ZHANG et al., 2014 e VAN ROSMALEN et al.,, 2024). Os resultados
demonstraram que genes com maiores amplitudes relativas de expressao tendem a
exibir valores correlagbes mais altas com genes reldégio em comparagdo com
CCorGS de menor rAMP, o que sugere que genes com valores de correlagéo
maiores possuem expressao circadiana mais robusta. Tal fenébmeno pode acontecer
devido a modulacdo dos genes relégio. Evidéncias demonstraram que
CLOCK/BMAL1 podem atuar como fatores de transcricdo de CCG, facilitando o
acesso a outros fatores de transcricdo (MENET, PESCATORE; ROSBASH, 2014).
Em conjunto com outros fatores de transcricdo,CLOCK/BMAL1 podem aumentar ou
diminuir a amplitude de genes controlados (TROTT, MENET, 2018).

Analisamos também a proporcdo de genes relégio entre os CCorGS em
comparagao com a proporgéo de genes reldégio em todos os transcritos dos tecidos
presentes no CCorGsDB. A propor¢ao de clock genes mostrou-se superior no
percentil 90 da correlagao de Pearson dos CCorGs em comparagao a proporgao de
genes relégio no transcriptoma, o que sugere enriquecimento dos CCorGs para 0s
genes reldgio nas regides significantes. Regides cerebrais como talamo, areas
olfatérias e cortex, que apresentaram significancia estatistica em camundongos, sao
conhecidas pelo papel critico no controle de processos comportamentais, fisiolégicos
e cognitivos ritmicos (GENT; BASSETTI; ADAMANTIDIS, 2018;
GRANADOS-FUENTES; TSENG; HERZOG, 2006; ROBERTS; KARATSOREOS,
2023). Interagdes entre o tdlamo e o cortex, inclusive, sdo associadas a regulagao
do sono (FILCHENKO; BASSETTI; HERRERA, 2023), componente central do ciclo
circadiano vigilia/sono, reforgcando ainda mais a relagao das regides com os relégios

circadianos.
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Do ponto de vista funcional, o enriquecimento observado pode ter implicagdes
relevantes para a caracterizagcdo dos mecanismos moleculares subjacentes aos
ritmos circadianos. Varias condi¢des patoldgicas que acometem o sistema nervoso
central, como transtornos psiquiatricos e doengas neurodegenerativas, como Mal de
Parkinson e Alzheimer, possuem associacdo com o ritmo circadiano (ASSIS;
KRAMER, 2024; CHEN et al, 2022). No entanto, as bases circadianas moleculares
dos ritmos envolvidos nessas doencas ndo estdo totalmente desvendadas
(CANEVER et al., 2024). Dessa forma, entender o contexto molecular em que os
genes correlacionados estdo inseridos e compreender como os padrdes de
expressao estdo coordenados pelos genes componentes do relégio central pode ser

de grande utilidade no esclarecimento dessas patologias.

Para além disso, diversos genes relégio e CCG sao alvos de farmacos por
seu papel regulagédo circadiana do organismo, participando de processos
metabdlicos, fisioldégicos e imunoldgicos (OHDO, 2021). O estudo desses genes
abriu caminho para o desenvolvimento de tratamentos que levam em consideragéo
as caracteristicas do ritmo circadiano. Nesse sentido, a cronofarmacologia € um
campo emergente da cronobiologia que investiga como a eficacia e os efeitos
colaterais dos medicamentos podem variar ao longo do dia sob influéncia, buscando
potencializar a resposta terapéutica e minimizando reacdes adversas (LIU et al.,
2018). Como muitos CCorGs também ja foram identificados como alvos de
diferentes farmacos (SANTOS, 2022), explorar e compreender suas caracteristicas
circadianas de expressdao proporciona um grande potencial para o auxilio de

desenvolvimento de terapias pautadas nessas informacoes.
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7 CONCLUSAO

As analises com séries temporais de diferentes estudos e 17 regides distintas do
encéfalo de camundongo indicaram que genes com amplitudes relativas maiores
possuem valores de correlacdo maiores. Além disso, foi possivel observar que a
proporgcdo de genes no percentil 90 dos CCorGs €& superior a observada nos
transcriptomas de 6 regides em camundongos e 7 regides em humanos. Esses
resultados podem indicar que ha enriquecimento na expressao de genes ritmicos ou
associados a ritmicidade circadiana nas diversas areas especificas avaliadas.
Assim, o banco de dados CCorGsDB se mostrou uma ferramenta valiosa para a
identificacdo de possiveis CCG em séries temporais e para a analise de genes

correlacionados aos ritmos circadianos presentes no cérebro humano e murino.
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