UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

FELIPE JAMES DE ALMEIDA VASQUEZ

EXPLORANDO O PAPEL DOS RNAS LONGOS NAO

CODIFICADORES NA DOENCA DE ALZHEIMER

RIBEIRAO PRETO - SP
2022



FELIPE JAMES DE ALMEIDA VASQUEZ

EXPLORANDO O PAPEL DOS RNAS LONGOS NAO

CODIFICADORES NA DOENCA DE ALZHEIMER

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacgdo em Genética da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo

para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias.
Area de concentracdo: Genética
Orientadora: Profa. Dra. Silvana Giuliatti

Coorientador: Prof. Dr. Willian Orlando Castillo

Ordéfiez

RIBEIRAO PRETO - SP
2022



AUTORIZO A REPRODUCAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR
QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E
PESQUISA, DESDE A CITADA FONTE.

Assinatura: Data: [/ [/

FICHA CATALOGRAFICA

James de Almeida Vasquez, Felipe
Explorando o papel dos RNAs longos ndo codificadores na Doenca de Alzheimer. / Felipe
James de Almeida Vasquez; Coorientador: Willian Orlando Castillo Ordofiez; Orientadora:
Silvana Giuliatti. — Ribeirdo Preto, 2022.

119 p.
Dissertagdo de Mestrado apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP. Area
de concentracdo: Genetica; Coorientador: Orlando Castillo Ordéfiez, Willian; Orientadora:
Giuliatti, Silvana.

1. IncRNAs. 2. Doenga de Alzheimer. 3. Bioinformaética.




NOME: Felipe James de Almeida Vasquez

TITULO: Explorando o papel dos RNAs longos no codificadores na Doenca de Alzheimer.

Aprovado em: /

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Genética da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo

para obten¢do do titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientador: Prof(a). Dr(a):

Instituicao:

Banca examinadora

Assinatura:

Prof(a). Dr(a):

Instituicdo:

Instituicdo:

Assinatura:

Prof(a). Dr(a):

Instituicdo:

Instituicao:

Assinatura:

Prof(a). Dr(a):

Instituicdo:

Instituicao:

Assinatura;




APOIO E SUPORTE FINANCEIRO

Este projeto bem como sua apresentagcdo em congressos foi realizado com apoio financeiro
das seguintes instituicdes e entidades:

» Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — CNPq
» Fundacéo de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia — FAEPA
» Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto — FMRP-USP




AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco & minha mae, por todo o incentivo, apoio e carinho em minha
caminhada durante o mestrado e por toda a vida. Ao meu pai, pelo companheirismo e suporte.
Ao0s meus irmdos, que ajudaram a tornar a caminhada mais leve e sempre estiveram ao meu

lado. A minha avd, Cecilia, que sempre me auxiliou em tudo que estivesse ao seu alcance.

A minha familia, que sempre torceram por mim. Especialmente ao meu avd, Mario
Segundo, que veio a falecer no ano de 2021, chileno de grande coragéo, sempre me apoiou em

todas as decisdes dificeis e sei que sempre vai me apoiar, ndo importa onde esteja.

A Renata, minha companheira, por estar sempre ao meu lado, me apoiando em todas as

decisoes, e por toda a compreensdo, companheirismo e carinho que tem me dedicado.

Ao meu tio Tomas e minha tia Vanessa, que me apoiaram em todas as maneiras

possiveis para concretizar meus sonhos, servindo de grandes exemplos para mim.

A professora Silvana Giuliatti, por ter me recebido de portas abertas e pela orientag&o

durante a realizacdo deste projeto.

Aos meus companheiros de laboratério do GBI, que me ajudaram durante a caminhada
durante o mestrado, mesmo todos estando longe devido a pandemia da COVID-19.

A Profa. Dra. Aparecida Maria Fontes, ao Prof. Dr. Jeremy Andrew Squire e ao Dr.

Diego Luis Ribeiro pelas contribui¢cdes no exame de qualificacao.

Ao Programa de PoOs-Graduacdo em Genética e ao Departamento de Genética da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Um agradecimento especial a Susie, por toda a ajuda.

Ao CNPq pela concessdo da bolsa de mestrado e apoio financeiro para realizacdo do

projeto.
A todos que contribuiram de alguma maneira para a realizacdo deste trabalho.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001



RESUMO

VASQUEZ, F. J. A. Explorando o papel dos RNAs longos néao codificadores na Doenca de
Alzheimer. 2022. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Introducdo: A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa que afeta a
memoria, o0 raciocinio e 0 comportamento, afetando principalmente pessoas com 65 anos ou
mais. O crescimento exponencial de pessoas que atingem idades avancadas tem aumentado os
casos de DA, por isso, a busca pela cura tem sido feita exaustivamente. Nos ultimos anos, RNAs
longos ndo codificadores (INCRNASs) tém sido relatados como tendo um papel ativo na DA.
Mais de 300 IncRNAs apresentam expresséo desregulada em pacientes com DA. Dentre esses
IncRNAs, quatro foram escolhidos para o projeto: BACEL-AS, 51A, 17A e NDM29. Os
InNcRNASs possuem relacdo com uma patogénese de DA e estdo superexpressos. Entretanto, para
gue haja uma total compreensdo de seus papéis e para que Nnovos tratamentos possam ser
propostos, suas estruturas e relagdo com seus alvos devem ser bem compreendidos. Além de
seu mecanismo principal, BACE1-AS possui uma funcéo de sequestro de miRNAS por meio de
seu mecanismo RNA enddégeno competidor (ceRNA), evitando o silenciamento de mRNA
BACEI, e aumentando a producdo de peptideos AP. Esse mecanismo ceRNA ainda néo foi
analisado nos IncRNAs restantes. A andlise da interagdo mMiRNA-INcCRNA-mRNA pode
colaborar na compreensao dos InNcRNAs, fornecendo informac6es relevantes sobre os INCRNAS.
Objetivo: Utilizar métodos computacionais para a predicdo das estruturas dos INCRNAs e
buscar suas interacdes com miRNAS, agregando conhecimento sobre seus papeis na DA e suas
funcbes como ceRNAs. Metodologia: As modelagens foram realizadas por meio das
ferramentas Mfold, para predicdo das estruturas secundarias, e 3dRNA, para predicdo das
estruturas terciérias. Para a predicdo de miRNAs, foram utilizadas as ferramentas TarBase Vv.8,
IncBase v.3, TargetScanHuman, mirSystem e miRDB. O software HNADOCK foi utilizado
para realizar as interagcdes entre as estruturas terciarias de INCcRNAs e miRNAs Resultados:
Foram modeladas 66 estruturas secundarias e as selecionadas para analises foram as estruturas
com menor energia livre minima (MFE). Para as estruturas 3D, foram obtidas 10 estruturas para
cada IncRNA. As selecionadas para analise foram as que possuem o menor MFE e semelhanca
com a estrutura secundaria. Apés a modelagem, foram realizadas predi¢cbes de miRNAS que
afetam os INCRNAs e o0s genes alvos. Foram encontrados 17 miRNAS que se pareiam com
BACE1-AS e BACEL. Para os IncRNAs 51A, 17A e NDM29 foram encontrados 2 miRNAS
para 51A e miRNA para 17A. Até o momento ndo ha estudos relacionando esses miRNAs com
0s IncRNAs. Os miRNAs que demonstraram interacfes estaveis com o BACE1-AS sao hsa-
miR-625-5p, hsa-miR-382-5p, hsa-miR-1226-3p, hsa-miR-130a-3p e hsa-miR- 196b-5p. Os
miRNAs que interagiram com a estrutura 3D de 51A possuem interagfes estaveis. O miRNA
que interagiu com 17A ndo possui estabilidade suficiente para ocorrer o sequestro. Para NDM29
néo foi encontrado nenhum miRNA, descartando a possibilidade de ser um ceRNA. Conclusao:
A regulagdo positiva dos IncRNAs € um potencial indicador de DA. As estruturas 3D
modeladas podem contribuir na busca de terapias e com a predicdo de miRNAs, 0s sitios
encontrados possibilitam o silenciamento dos INcCRNAs com miRNAs e farmacos, para
minimizar a acdo desses INCRNAs, possuindo grande potencial como estratégia terapéutica para
DA.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, epigenética, modelagem molecular, bioinformatica.



ABSTRACT

VASQUEZ, F. J. A. Exploring the role of long non-coding RNAs in Alzheimer’s Disease.
2022. Dissertation (Master's degree) - Ribeirdo Preto School of Medicine, University of Sao
Paulo, Ribeiréo Preto, 2022.

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease that affects
memory, reasoning, and behavior, mainly affecting people aged 65 and over. The exponential
growth of people reaching advanced ages has increased the cases of AD, hence, the search for
a cure has been done exhaustively. In recent years, long non-coding RNAs (IncRNAs) have
been reported to play an active role in AD. More than 300 IncRNAs presented deregulated
expression. Among these INcCRNAs, four were chosen for the project: BACE1-AS, 51A, 17A,
and NDM29. The IncRNAs are related to AD pathogenesis and are overexpressed. However,
for a complete understanding of their roles and for new treatments to be proposed, their
structures and relationship with their targets must be well understood. In addition to its main
mechanism, BACE1-AS has the function of sequestering miRNAs through its competing
endogenous RNA (ceRNA) mechanism, preventing the silencing of BACE1 mRNA, and
increasing the production of AP peptides. This ceRNA mechanism has not yet been analyzed
in the remaining IncRNAs. The analysis of the miRNA-IncRNA-mRNA interaction can
contribute to the understanding of IncRNAs, providing relevant information about them.
Objective: Use computational methods to predict the structures of IncRNAs and search for
their interactions with miRNAs, adding knowledge about their roles in AD and their functions
as ceRNAs. Methodology: Modeling was performed using Mfold tools, for predicting
secondary structures, and 3dRNA, for predicting tertiary structures. For the prediction of
miRNAs, the tools TarBase v.8, IncBase v.3, TargetScanHuman, mirSystem, and miRDB were
used. The HNADOCK software was used to perform the interactions between the tertiary
structures of INcRNAs and miRNAs. Results: 66 secondary structures were modeled and those
selected for analysis were the structures with the lowest minimum free energy (MFE). For the
3D structures, 10 structures were obtained for each IncRNA. Those selected for analysis were
those with the lowest MFE and similarities with the secondary structure. After modeling,
predictions of miRNAs that affect IncRNAs and target genes were performed. We found 17
miRNAs that paired with BACE1-AS and BACEL. For IncRNAs 51A, 17A, and NDM29, 2
miRNAs for 51A and miRNA for 17A were found. To date, there are no studies relating these
miRNAs to IncRNAs. The miRNAs that demonstrated stable interactions with BACE1-AS are
hsa-miR-625-5p, hsa-miR-382-5p, hsa-miR-1226-3p, hsa-miR-130a-3p and hsa-miR-196b- 5p.
The miRNAs that interacted with the 3D structure of 51A have stable interactions. The miRNA
that interacted with 17A does not have sufficient stability for sequestration to occur. No miRNA
was found for NDM29, discarding the possibility of being a ceRNA Conclusion: Upregulation
of IncRNAs is a potential indicator of AD. The 3D-modeled structures can contribute to the
search for therapies and with the prediction of miRNAs, the sites found allow the silencing of
IncRNAs with miRNAs and drugs, to minimize the action of these INCRNAs, having great
potential as a therapeutic strategy for AD.

Keywords: Alzheimer's disease, epigenetics, molecular modeling, bioinformatics.
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1.  INTRODUCAO

1.1. A DOENCADE ALZHEIMER

A deméncia é um declinio progressivo na capacidade cognitiva, que se torna grave o
suficiente para interferir nas atividades diarias, causada por disfungdes no cérebro de uma
pessoa. A doenca de Alzheimer (DA) € o tipo mais comum de deméncia e representa cerca de
60% a 80% dos casos de deméncia, afetando em sua grande maioria, pessoas com 65 anos ou
mais. A DA é uma doenca neurodegenerativa com comprometimento progressivo das fungdes
comportamentais e cognitivas, prejudicando a memoria, linguagem, atencdo, raciocinio e
julgamento. O inicio antes dos 65 anos € incomum e é observado apenas em 5% dos pacientes
com DA. Até o momento, ndo existe uma cura para DA, embora existam tratamentos que

possam amenizar alguns sintomas (Kumar et al., 2020).

Os sintomas da DA dependem do estagio da doenca. A doenga pode ser classificada em
estagio pré-sintomatico, leve e demencial, dependendo do grau de comprometimento cognitivo.
A perda de memdria de curto prazo é o sintoma inicial mais comum e é desencadeado em grande
parte dos pacientes. Esse sintoma é seguido pelo comprometimento no julgamento, a falta de
motivacdo e desorganizagéo, levando a problemas com diferentes tarefas, necessitando de
auxilio de cuidadores para realizar simples tarefas diérias (Tang et al., 2019).

Nos estagios iniciais, 0 comprometimento do funcionamento do cérebro varia de sutil a
significativo, seguido por disturbios na fala e comprometimento das habilidades espaciais.
Sintomas neuropsiquiatricos como apatia, retraimento social, agitacdo, psicose e perambulacao
também sdo comuns nos estagios seguintes. A dificuldade em executar tarefas motoras tende a
ocorrer ao final da doencga, assim como, disfuncéo olfativa, distarbios do sono, distonia, acatisia
e sintomas parkinsonianos. Sendo seguido por reflexos primitivos e dependéncia total de
cuidadores (Maccioni et al., 2018).

A DA pode ser categorizada em inicio tardio (LOAD) e esporadica (SAD) ou de inicio
precoce (EOAD) e familiar (FAD). A FAD esta associada principalmente a mutagdes na
proteina precursora amiléide (APP) e genes presenilina (PSEN1 e PSEN2), enquanto o SAD
possui uma origem complexa, envolvendo fatores genéticos, ambientais, metabolicos ou virais
(Lambert e Amouyel, 2011). A maior parte dos casos de DA ocorre apds os 65 anos,

constituindo a LOAD, enquanto 0s casos que ocorrem antes dos 65 anos sdo mais raros,
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constituindo menos de 5% de todos os casos, sendo denominados EOAD (Alzheimer
Association, 2020).

A APP é uma proteina transmembrana formada por um grande dominio externo, uma
porcdo intramembranosa e uma porcdo intracelular pequena. Essa proteina pertence a uma
familia evolutiva conservada, representada em mamiferos pela prépria APP e proteinas
semelhantes a APP (APLPs) 1 e 2. A APP ¢ responsavel pela formagao do peptideo B-amiloide
(AP), componente central das placas amiloides, ou senis, que acredita ser a principal

caracteristica patologica da DA (Weingarten et al., 2017).

Os genes PSEN1 e PSEN2 codificam as subunidades cataliticas da enzima y-secretase,
responsavel pela clivagem sequencial de APP, apos a clivagem pela enzima o-Secretase ou pela
B-secretase. Mutacdes presentes nos loci prejudicam a atividade enzimatica e a conformacéo
das subunidades da proteina, levando a um actimulo anormal de AP e agregacdo na forma de

placas amiloides (Escamilla-Ayala et al., 2020).

Diversos fatores de risco podem ser associados a DA, sendo 0 aumento da idade, o fator
de risco mais significativo. Além do aumento da idade, a depresséo, doencas cardiovasculares
e cerebrovasculares, tabagismo, historico familiar de deméncia, niveis aumentados de
homocisteina e presenca do alelo APOE4 também aumentam o risco da DA. Possuir um parente
de primeiro grau com DA aumenta o risco de desenvolver a doenca em até 30%. Ter dois ou
mais irmdos com LOAD, aumenta em trés vezes o risco de desenvolver a doenca em

comparacdo a populacdo em geral (Liljegren et al., 2018).

Além da proteina APP e das alteragdes nos genes PSEN, existe outro produto génico
gue aumenta consideravelmente o desenvolvimento da DA, sendo essa a proteina APOE. A
apolipoproteina E (APOE) é uma proteina que possui trés isoformas, APOE2, APOE3 e
APOE4, sendo APOE4 o maior fator de risco genético para a SAD e 0 marcador mais relevante
paraa LOAD (Giri et al., 2016).

A expressdo do alelo APOE4 aumenta a quantidade de oligbmeros e a deposicao de
placas neurotoxicas, sendo que essa expressao € revertida na expressao do alelo APOE2 (Hudry
et al., 2013). No entanto, ha evidéncias de que as isoformas APOE2 e APOE4 estdo envolvidas
no processo de agregacéo e deposigao de peptideos AP, associadas a neurodegeneragio, embora
o0 efeito do APOE4 pareca ser mais significativo que APOE2 (Pankiewicz et al., 2014). A
expressdao de APOE4 também promove a liberacdo da proteina tau fosforilada e predispde os
neurdnios a lesdo (Serrano-Pozo et al., 2021).
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1.2. TRATAMENTO DA DOENCA DE ALZHEIMER

A DA ¢é uma doenca de natureza multifatorial, sua progressao pode ser ocasionada por
diversos fatores e a diversidade desses fatores acaba limitando a busca por opcOes
farmacoldgicas devido as maltiplas vias patogénicas. Mesmo depois de décadas de estudo da
DA e de esforcos da industria farmacéutica, ndo existe terapia eficaz disponivel para curar ou

inibir significativamente a progressao da doenca.

Apesar da dificuldade em encontrar medicamentos contra DA com eficacia
comprovada, a Food & Drug Administration (FDA), agéncia regulatéria de drogas
farmacoldgicas dos EUA, aprovou em junho de 2021, o uso do medicamento Aducanumab para
o tratamento de DA (U.S. Food and Drug Administration, 2021). Essa é a primeira droga
aprovada para DA desde 2003. Enquanto os medicamentos disponiveis focam em tratar os
sintomas da deméncia, como a perda de memoria, esse € o0 primeiro que propde retardar o

avanco da doenca.

O Aducanumab é um anticorpo monoclonal que tem como alvo a proteina B-amiloide
(BACEL), proteina que possui grande papel no desenvolvimento da DA. Esse anticorpo possuli
uma alta afinidade com espécies oligoméricas neurotoxicas de peptideos Ap e visa remover
depositos de A nos estagios iniciais de DA, para evitar a progresséo da doenca (Cummings et
al., 2021).

Além do Aducanumab, existem mais quatro medicamentos que auxiliam na reducao dos
sintomas causados pela DA, apesar da utilidade dessas drogas serem limitadas, esses
medicamentos sdo: Dopenezila, Galantamina, Rivastigmina e Memantina. Trés dessas drogas
atuam em vias colinérgicas do sistema nervoso central (SNC), incluindo donepezil, galantamina
e rivastigmina. As trés drogas tém atividade anticolinesterase, e a galantamina também esta
presente como um modulador alostérico em receptores de acetilcolina nicotinica (Graham et
al., 2017). Cada um desses farmacos é aprovado para deméncia leve a grave, embora sejam
frequentemente usados para pacientes em estagio pré-deméncia. A memantina era a droga mais
recente, antes do Aducanumab, aprovada para DA nos Estados Unidos e é a primeira droga
aprovada a ter como alvo o receptor N-metil-d-aspartato (NMDA) e as vias glutamatérgicas
(Knight et al., 2018).

As terapias farmacoldgicas para DA continuam sendo uma grande necessidade nédo

atendida. As pesquisas atuais seguem focadas no desenvolvimento de abordagens terapéuticas
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para retardar ou interromper a progressdo da doenca, considerando 0s novos aspectos, dos
marcadores de diagndstico e do diagnostico preciso do estado da doencga de cada individuo
(Dubois et al., 2016).

Os diagndsticos neuropatologicos de DA podem ser feitos com confiabilidade razoavel,
utilizando biomarcadores de imagem de tomografia por emisséo de positrons (LCR) ou liquido
cefalorraquidiano (PET), como marcadores substitutos para o acimulo de AP (Lowe et al.,
2019). Nakamura e colaboradores (2018) demonstraram também que pode ser possivel detectar

a deposi¢ao de AP no SNC por meio do uso da avaliagao plasmatica de espécies de AP.

1.3. PREVALENCIA DA DOENCA DE ALZHEIMER

Em 2018, a organizacgdo Alzheimer's Disease International estimou para a deméncia,
uma prevaléncia de 50 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, com grandes chances de triplicar
até 2050, com pelo menos, dois tercos dessas pessoas vivendo em paises de baixa e média renda.
Os dados mais recentes estimam que a prevaléncia na Europa ird dobrar até 2050 (Scheltens et
al., 2021).

Com base em célculos atualizados pela Alzheimer Association, estima-se que 6,2
milhdes de estadunidenses com 65 anos ou mais vivam com a DA. Cerca de 4,5 milhdes desses
estadunidenses possuem 75 anos ou mais. A medida que o numero de idosos cresce
exponencialmente, também aumenta o nimero de novos casos de DA. Conforme mostrado na
Figura 1, o numero de pessoas com 65 anos ou mais com DA pode crescer para 12,7 milhdes
até 2050, dificultando a progressdo dos avan¢os médicos para prevenir, retardar ou curar a
doenca. Pessoas com 65 anos ou mais sobrevivem em média de quatro a oito anos ap6s 0
diagndstico de DA, porém algumas podem sobreviver até 20 anos. Isso reflete a progressao

lenta e incerta da doenca (Alzheimer Association, 2021).
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Figura 1 - Gréfico de prevaléncia de DA nos EUA. Numero projetado de pessoas com 65 anos ou mais na
populacéo dos EUA com deméncia de Alzheimer, de 2020 a 2060.
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Fonte: Alzheimer Association, 2021.

No Brasil, onde ha mais de 29 milhdes de pessoas acima dos 60 anos, cerca de 2 milhdes
de pessoas possuem diferentes tipos de deméncia, sendo que cerca de 40 a 60% delas sdo do
tipo Alzheimer, segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE). Porém, esses dados ainda sao subestimados e dificeis de serem exatos, devido a muitos

diagnosticos incorretos da doenca (Sociedade Brasileira de Geriatria e Gerontologia, 2019).
1.4. PRINCIPAIS PATOGENESES DA DOENCA DE ALZHEIMER

O campo de pesquisa para compreender a patogénese da DA e projetar terapias
eficientes é vasto. A DA é progressiva e altamente complexa. As patogéneses caracteristicas de
DA mostram agregados extracelulares de placas AP e emaranhados neurofibrilares
intraneuronais (NFTs), compostos de microtibulos hiperfosforilados associados a proteina tau.

Os peptideos AP e NFTs sdo considerados os principais responsaveis pela progressao da DA.
1.4.1. Hipotese da cascata amiloide

A patogénese amiloide ocorre devido a clivagem alterada da proteina precursora
amiloide (APP), sequencialmente pelas proteinas B-secretases (BACE1) e y-secretases, gerando
peptideos AP insolaveis. Os peptideos AP se unem e formam oligdbmeros, difundindo-se em

fendas sinépticas e interferindo na sinalizagéo (Crews e Masliah, 2010).

Além da via patogénica da APP, existe uma via natural onde a clivagem gera fragmentos
que vao proporcionar uma sinalizagdo sinaptica saudavel. A via natural acontece quando ha o

processamento Sequencial pelas enzimas o-secretases e y-Secretases, resultando em um
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peptideo chamado APPa soluvel (sAPPa) e um peptideo menor chamado P3. A protedlise por
enzimas com atividade de a-secretase impede a atividade sequencial de B-y secretase. O
processamento a-secretase libera sAPPa, que age como fator neuroprotetor. A presenca de
sAPPa esta relacionada a sinalizacdo sindptica normal e a plasticidade sinaptica. Além disso, o
processamento sequencial libera o dominio intracelular P53, que facilita a sinalizagéo nuclear,

as vias de expresséo e regulacdo genética (Tiwari et al., 2019).

Alternativamente, no estado alterado considerado patogénico, a clivagem ¢ feita por -
secretase liberando sAPPP e retendo o fragmento C99 na membrana, que posteriormente, ¢
clivado por y-secretase e libera peptideos AP insoltveis. A clivagem de C99 pela y-secretase
libera um dominio intracelular de APP no citoplasma, que se transloca para o ndcleo. Esse
estado alternativo da clivagem de APP, degradada sequencialmente pela enzima (-secretase
(BACEL) e y-secretase, promove a sintese de AP. Essa clivagem alternativa sequencial ¢é

conhecida como cascata amiloide (Qiu et al., 2009).

Na Figura 2, as duas vias de clivagem de APP podem ser observadas, sendo a via
saudavel encontrada a esquerda, onde ha a clivagem sequencial pelas a-secretases e -
secretases, gerando fragmentos que vdo exercer a protecdo neuronal. Também pode ser
observada a via amiloidogénica que causa danos neuronais, devido aos fragmentos gerados pela
clivagem sequencial de B-secretase e y-secretases. Os peptideos AP gerados e agregados
excessivamente no cérebro causam neurotoxicidade, formando placas senis, que estdo
intimamente relacionadas a patogénese da DA, danificando mdltiplos sistemas de

neurotransmissores.
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Figura 2 - Vias de processamento de APP. Representacdo esquematica da clivagem da proteina APP por duas
vias distintas, a ndo-amiloidogénica auxilia na manutengdo neuronal ¢ a amiloidogénica produz peptideos AP,
responsaveis por danos neuronais.
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AB
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Fonte: Tan e Gleeson, 2019.

Quando os peptideos AP ficam depositados no hipocampo e no segmento basal, na
forma de placas amiloides neurotoxicas, recrutam mais AP para formar agregados insoluveis,
que induzem dano mitocondrial e disfuncdo sinaptica. As microglias e astrocitos séo ativados
e induzem reacGes inflamatdrias. Eventualmente, ocorrem disfun¢Ges neuronais e apoptose, 0
que resulta na DA (Hardy e Selkoe, 2002).

A hipotese da cascata amiloide € reforcada pelo fato de que a DA pode ocorrer devido
as mutacOes autossdmicas dominantes no gene APP e mutacGes em PSEN1 e PSEN2, que,
consequentemente, aumentam a producdo e agregados de AP. Modelos de camundongos
transgénicos que expressam formas mutadas de proteinas PSEN ou APP ligadas a FAD,
mostram progressivamente a evolucao da perda de memoria, devido a formacéo placas senis no
cérebro, o que fortalece a hipdtese de que o acaimulo de AP estimula a progressdo da DA
(Karran et al., 2011).

As mutacGes no gene PSEN sdo as principais causas de FAD, com mais de 150
mutacdes mapeadas para os genes PSEN1 e PSEN2. A maioria dessas mutacOes levam a
geragéo da forma AB42 sobre AB40, mediando a clivagem no residuo 639 de APP ao invés do
residuo 637. Em SAD, o aumento da expressdo da B-secretase devido a mutacdes no gene,

também contribui para o acamulo de AP no cérebro do paciente (Uddin et al., 2020).

Além da formagdo normal do peptideo AP pela clivagem alterada de APP, foi

demonstrado que peptideos AP se espalham pelo cérebro por uma conformacdo patogénica
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semelhante a proteina prido. O AP derivado do cérebro de pacientes com DA e AP sintético
injetados no cérebro de camundongos transgénicos mostraram aparéncias semelhantes a prido,
0 que induziu a formacéo de placas e a deposicdo extensa de AP (Condello e Stoehr, 2018). A
proteina prido € uma conformacéo especial de uma proteina codificada pelo hospedeiro, com
capacidade de auto reproducao, infeccédo e capacidade de permanecer oculta, sobrevivendo até

em ambientes desnaturantes (Prusiner, 2012).

Nortley e colaboradores (2019) demonstraram que as deposi¢gdes AP diminuem os vasos
sanguineos do cérebro e reduzem o suprimento de energia no cérebro de pacientes com DA,
resultando na diminuicédo do fluxo sanguineo, o que causa queda em até 50% do fluxo sanguineo

na matéria cinzenta de pacientes com DA.

Atualmente, os objetivos das estratégias terapéuticas baseadas na hipotese amiloide séo
reduzir a formagao e agregacdo de AP e diminuir a quantidade de AB. A agdo direta é reduzir a
producéo de AP controlando a atividade de BACE1 e y-secretase. No entanto, os inibidores da
y-secretase nao possuem especificidade de substrato para a APP e sdo toxicos para muitos

orgdos (Geling et al., 2002).
1.4.2. Hiperfosforilacao da proteina tau

A tau é uma proteina envolvida na montagem e estabilizacdo de microtibulos. Possui
seis isoformas em humanos, resultantes de splicing alternativo. A proteina tau € expressa
principalmente nos neurdnios do sistema nervoso central. Nos neurdnios, a tau € encontrada
predominantemente nas regides distais dos microtdbulos axonais. Acredita-se que a tauopatia
na DA seja um resultado da cascata amiloide, e ndo um evento distinto na patogénese da doenga
(Selkoe e Hardy, 2016).

A hiperfosforilacdo da tau, ocorre devido aos niveis elevados de tau, que levam a
interagBes e polimerizagdes entre as proteinas tau, formando filamentos helicoidais insollveis
que resultam em depositos fibrilares intraneuronais conhecidos como NFTs (Kimura et al.,
2013). As NFTs reduzem o numero de sinapses, gerando neurotoxicidade e causam disfuncéo
celular. A hiperfosforilagdo da tau esta positivamente correlacionada com o grau de agregacéao
da tau e a gravidade patologica da DA (Mocanu et al., 2008). Além disso, a acetilacdo e o
truncamento da proteina tau, inibem sua capacidade de se ligar aos microtubulos, prejudicando
a satde dos neurdnios, e promovendo a agregagdo excessiva de tau e disfuncdo mitocondrial
(Guo et al., 2017).
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Na Figura 3, é possivel observar a protedlise da proteina tau. As proteinas tau
normalmente se ligam aos microtibulos encontrados nos axénios dos neurdnios, promovendo
a estabilidade dos microttbulos e a passagem de impulsos nervosos. A fosforilagdo excessiva
causada nas proteinas tau, fazem com que essas moléculas percam sua interacdo com 0s
microtUbulos e sofram acdo de proteases que formam fragmentos neurotdxicos. Devido a
fosforilagdo, as proteinas tau se acumulam e interagem entre si, formando os emaranhados
neurofibrilares. A perda da interacdo entre tau e microtibulos causam disfungdo sinéptica,
devido ao colapso dos microtabulos. Os emaranhados neurofibrilares ficam depositados em
meio intracelular, dificultando a passagem de impulsos nervosos e causando neurotoxicidade
intraneuronal. Consequentemente, 0s neur6nios podem ser alvos de células protetoras do

sistema nervoso, causando a morte dos neurdnios afetados.

Figura 3 - Esquema da protedlise da tau e sua contribuicdo para a patogénese da tauopatia. O papel
fisioldgico da proteina tau é ligar-se aos microtibulos e auxiliar na sua fun¢do. Durante a tauopatia, as proteases
clivam a tau em fragmentos que se mostraram neurotoxicos. Os fragmentos proteoliticos de tau podem ter uma
maior propensdo a serem fosforilados e agregados em emaranhados neurofibriares.
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Fonte: Quinn e colaboradores, 2018.

O estagio da patologia da tau se correlaciona com a progressao do comprometimento
cognitivo na DA. Com a idade, a forma patologica de tau se acumula no cortex e nos lobos

temporais, mesmo na auséncia de declinio cognitivo (Crary et al., 2014).

A fosforilacdo excessiva resulta em menor afinidade de ligagdo aos microtubulos. A tau

hiperfosforilada também é redirecionada do compartimento axonal para o compartimento
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somatodendritico, onde prejudica a funcéo sinaptica inibindo trafico de receptores de glutamato
(Mandelkow et al., 2007).

A proteina tau também ¢é transmitida no cérebro de maneira semelhante a um prido,
assim como no caso dos peptideos AP comentado anteriormente. Jack e colaboradores (2013)
demonstraram que a baixa atividade de tau do tipo prido esta associada a periodos de vida mais
longos; 100 amostras de tecido cerebral postmortem de pacientes que faleceram devido a SAD,

mostraram a presenca de ambas as proteinas tau e AP do tipo prido.

Nos ultimos anos, a proteina tau tem ganhado atencdo, devido dificuldade de
desenvolver tratamentos direcionados ao peptideo AP e, também, porque a patologia da tau
possuir uma melhor correlagdo com os comprometimentos cognitivos (Congdon e Sigurdsson,
2018). Grande parte dos inibidores de agregacdo de tau mostrou toxicidade e falta de eficécia,
como o inibidor da agregacéao de tau, LMTM (TRx0237) (Gauthier et al., 2016). A molécula
epotilona D melhorou a patologia relacionada a tau, porém devido a seus efeitos toxicos, seus

testes clinicos foram encerrados (Barten et al., 2012).
1.4.3. Neuroinflamagéo

A inflamacdo cronica dos neurbnios é observada no cérebro de pacientes com DA.
Agregados patologicos como placas amiloides e NFTs sdo os principais desencadeadores da
resposta inflamatéria na DA. A inflamacdo no cérebro de pacientes com DA é mediada
principalmente por microglias e astrocitos. De relevancia para a DA, foi demonstrado que a
micrdglia e astrdcitos reativos regulam positivamente enzimas que agravam a patologia da DA,

por exemplo, BACE-1 ¢ y-secretase (Zhang e Jiang, 2015).

A neuroinflamacéo fornece um papel neuroprotetor durante uma resposta aguda, mas se
acaba se tornando prejudicial quando se transforma em uma resposta crénica. Durante a
resposta crbnica, as microglias ativam diferentes respostas pro-inflamatérias e toxicas,
incluindo espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico e citocinas. Foi demonstrado por
Plassman e colaboradores (2000) que niveis elevados de interleucina 1 (IL-1) foram
responsaveis pelo aumento da producao de APP e AB. Além disto, a neuroinflamag&o resulta
em niveis elevados de IL-1, aumentando a producdo de citocinas, que estimulam a ativacao de
CDKS5, quinase responsavel pela hiperfosforilacao de tau (Quintanilla et al., 2004). O papel da
neuroinflamac&o na DA pode ser crucial na producdo de AP e na hiperfosforilagdo da tau,

estabelecendo um elo entre essas principais patologias distintas na DA. (Kinney et al., 2018).
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1.5. EPIGENETICA NA DOENCA DE ALZHEIMER

A epigenética se refere a fenotipos e processos transmitidos para outras células e
ocasionalmente, a futuras geracGes, mas ndo sao causados por diferenciacdes na sequéncia de
bases do DNA. Os efeitos epigenéticos sdo causados por mudangas na expressdo génica
resultantes de alteracdes na estrutura da cromatina ou outros aspectos da estrutura do DNA,
como a metilagdo do DNA. O trago epigenético pode ser definido como “um fenotipo herdado
com estabilidade resultante de mudancas na cromatina sem alteracdes na sequéncia de DNA”
(Pierce, 2011). A definicdo de epigenética foi ampliada para incluir qualquer alteracdo da

estrutura da cromatina ou no DNA que afete a expresséo génica.

A DA se manifesta principalmente em pessoas com 65 anos ou mais, sendo o
envelhecimento, o principal fator de risco para seu desenvolvimento, sendo associado a
processos de senescéncia celular. A senescéncia € um mecanismo de controle de células
danificadas, porém, o acimulo de células senescentes durante o envelhecimento compete com
células normais, bloqueando a capacidade de regeneracdo de tecidos e liberando fatores que
estimulam a inflamacdo cronica e contribuem para a degeneracdo neuronal (Kritsilis et al.,
2018). AlteracOes epigenéticas sdo detectadas durante a senescéncia, levando a mudancas na
desativacdo e ativacdo genética na senescéncia celular, que, quando presentes em células do
sistema nervoso durante o envelhecimento, podem levar a neurodegeneracao (Nacarelli et al.,
2017).

A epigenética envolve respostas resultantes de fatores ambientais e essa € a diferenca
entre a epigenética e as alteracGes genéticas, que geralmente sdo independentes dos estimulos
ambientais (Mirbahai e Chipman, 2014). Existem trés principais mecanismos epigenéticos que
regulam a interacdo entre genes e fatores ambientais, que incluem a metilacdo do DNA, a

modificacdo de histonas e regulacdo por moléculas de RNA nao codificantes.

A metilacdo do DNA é o fenbmeno epigenético mais estudado, controla a expressao
genética e envolve a adi¢do de um grupo metil ao DNA. O processo néo altera a sequéncia do
DNA, embora modifique a atividade do DNA, a expressao génica e o funcionamento dos genes.
A metilacdo do DNA é o mecanismo de epigenética mais amplamente investigado por seu

envolvimento com varios disturbios como DA, Parkinson e depressdo (Sharma et al, 2020)

Piaceri e colaboradores (2015) demonstraram metilagdes especificas em amostras de
cerebro postmortem com DA, focada em genes relacionados com a produgdo do peptideo AP,

envolvido na formagéo de emaranhados neurofibrilares e APOE. No trabalho de Humphries e
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colaboradores (2015) ndo foi demonstrada nenhuma evidéncia de um padrdo epigenético
alterado nas regides desses genes em cérebros com DA, e resultados semelhantes foram obtidos
do sangue de pacientes vivos com DA.

Algumas correlagdes entre as caracteristicas patoldgicas da DA e alteracdes de
metilacdo especificas do gene foram estudadas por exemplo, nos niveis de metilacdo do
promotor do gene NCAPH2/LMF2, que séo correlacionados com a atrofia do hipocampo em
individuos com DA (Kobayashi et al, 2016). Ha também a relacdo dos niveis de folato em
pacientes com DA, com alteracfes de metilacdo ou especificas do gene (Bednarska-Makaruk
et al, 2016).

As proteinas histonas estdo intimamente associadas ao DNA e sdo as proteinas mais
abundantes no nucleo de uma célula. As proteinas histonas envolvem o DNA e fornecem
estabilidade ao DNA. A histona se agrega para formar um octamero e 0 DNA é envolvido em
torno desse octamero para formar o nucleossomo. As proteinas histonas sdo propensas a varias
modificagdes pods-traducionais em seu N-terminal, incluindo acetilacdo, fosforilacdo e
metilacdo de ADP (Anderson e Turko, 2015).

Evidéncias revelaram modificacbes de histonas em modelos de camundongos
transgénicos de DA. A acetilacdo aumentada na histona H4 ocorre nas fases iniciais da cascata
amiloide, quando os peptideos A comecam a se depositar no cérebro. Além disso, a acetilagdo
da histona H4 também foi observada durante o comprometimento cognitivo leve, sendo um
possivel biomarcador de DA em seu estdgio inicial (Bannister e Kouzarides, 2011). As
modificacdes na histona H3 nos residuos lisina 3 e 27, também demonstraram ser cruciais na
patogénese da DA (Watson et al, 2016).

Junto com a modificacdo de histona e metilagio do DNA, RNAs nao codificadores
(ncRNA) também sdo potenciais reguladores epigenéticos da patogénese da DA. Os ncRNAs
podem ser pequenos, possuindo menos de 200 nucleotideos (nt), ou longos, que possuem mais
de 200 nt. MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs ndo codificadores de 19 a 25 nt, que
podem corresponder imperfeitamente a sequéncia de um RNA mensageiro (mMRNA), resultando
na inibi¢do de sua tradugdo ou na degradacgéo do proprio mRNA. Genes localizados em regides

de cromatina ativa s&éo comumente regulados por miRNAs (Makarova et al., 2016).

Os miRNAs pertencentes a familia miR-29 sdo os mais bem categorizados na regulagdo

de BACEL1 (B-secretase), gene que codifica a enzima responsavel pela geragio do peptideo AP,
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e foram encontrados desregulados no céerebro e nos tecidos do sangue periférico de pacientes
com DA (Lei et al, 2015).

Em contraste aos miRNAs, RNAs longos ndo codificadores (INcRNA) regulam a
estrutura da cromatina interagindo com proteinas, RNA e DNA. Os IncRNAs podem atuar
como reguladores, inibidores competitivos de interagdes moleculares e ativadores de

transcricdo genética (Hu et al., 2018).

Os IncRNAs também possuem um papel na patologia da DA. Utilizando analises de
microarray, foram encontrados nos tecidos do hipocampo de um modelo de rato com DA, um
total de 315 IncRNAs e 311 mRNAs que estavam significativamente desregulados (Yang et al,
2017). Esses resultados demonstram que podem existir mais INcRNAs relacionados a DA a

serem encontrados, além dos estudados neste trabalho.
1.5.1. RNAs longos ndo codificadores (INCRNAS)

A andlise gendmica do transcriptoma eucariético revelou que até 90% do genoma
humano € transcrito. Porém, os genes codificadores de proteinas representam apenas 2,94% do

genoma, enquanto o restante sdo NcRNAs (Quinn e Chang, 2016).

Os transcritos ndo codificadores sdo classificados em ncRNAs de manutencdo e
NncRNAs regulatorios. Os ncRNAs de manutencdo incluem ribossomos, RNAs nucleares
pequenos (SNRNAs) e RNA nucleolares pequenos (snoRNAs). Os ncRNAs reguladores séo
geralmente divididos em duas classes, de acordo com o comprimento dos nucleotideos. Os
RNAs com menos 200 nucleotideos sdo normalmente referidos como ncRNAs curtos, incluindo
microRNAs (miRNAs), RNA de interferéncia pequeno (siRNA) e RNAs de interagdo com Piwi
(piIRNA), e 0s RNAs com mais de 200 nucleotideos sdo conhecidos como IncRNAs (Nagano e
Fraser, 2011).

Os transcritos de IncRNAs sdo parcialmente semelhantes aos RNAS mensageiros
(mRNAS), pois sdo frequentemente transcritos pela RNA polimerase 11, contém pareamentos
classicos (GU/AG), possuem uma estrutura semelhante a mRNA, contendo introns e parte de
éxons, exibem splicing alternativo, porém, ndo possuem um quadro de leitura aberto na
sequéncia pois ndo codificam proteinas, e estdo associados aos mesmos tipos de modificacdes

de histonas que os genes codificadores de proteinas (Ponting et al., 2009).

Os IncRNAs podem ser categorizados em diferentes grupos, de acordo com a
localizagcdo do genoma, sequéncia, estrutura e caracteristicas de funcdo. Os INCRNAs podem
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ser divididos em IncRNAs intergénicos, que estdo localizados entre dois genes na mesma fita,
observados na FIGURA 4A; e IncRNAs intronicos, que sdo derivados de um intron da mesma
fita de DNA, observados na FIGURA 4D. A localizagdo por vezes determina o contexto da
funcdo do IncRNA (Betancur, 2016).

Outro tipo de classificacdo tem relacdo a orientacdo do produto da fita de DNA,
dividindo os IncRNAs em sense, que é transcrito a partir da fita de genes codificadores,
encontrado na FIGURA 4C; e antisense, que é transcrito a partir da fita complementar de genes
codificadores, mostrado na FIGURA 4B. Outros padrdes de classificacdo dependem se ele esta
associado a um elemento de DNA conhecido, podendo ser dividido em IncRNAs associados a
acentuadores, INcRNAs associados a promotores, RNA antisense upstream e RNA de repeticdo
telomérica (St. Laurent et al., 2015).

Figura 4 - Categorias de RNAs longos néo codificadores. Tipos de INcRNAs com base em sua posi¢do gendmica,
orientacdo e localizacdo proxima a genes codificadores de proteinas. (A) intergénico, (B) antisense, (C) sense e
(D) intronico.
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Fonte: Tsagakis e colaboradores, 2020.

Cada categoria de IncRNA tem sua propria localizacao especifica. Os IncRNAs que sdo
proximos a genes codificadores ou agrupamentos com genes codificadores sdo bastante
estudados e fornecem evidéncias funcionais para a compreensdo do mecanismo de regulacao

transcricional e epigenética dos IncRNAs (Wu et al., 2014).

Como reguladores cis, INCRNAs exercem sua fungdo em genes vizinhos, no mesmo
alelo a partir do qual séo transcritos, exibindo correlagao de expressao. Por outro lado, a atuagédo

em trans pode controlar a expressdo de um gene a distancia de seu local de transcrig&o,
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alterando o estado da cromatina, influenciando a estrutura ou regulando a funcéo de proteinas
(Kopp e Mendell, 2018)

Os IncRNAs possuem uma estrutura secundaria especifica que fornece diversos locais
para interacdo de proteinas ou entre DNA e RNA pelo principio da complementaridade de
bases. O IncRNA foi, originalmente, considerado o "lixo" da transcricdo gendmica e sem
fungdes bioldgicas. No entanto, foi demonstrado que os IncRNAs participam ativamente no
genoma, regulando a expressdo génica nos niveis epigenéticos, transcricional e pos-
transcricional, além de participar do silenciamento do cromossomo X e muitos outros processos
importantes (Goff e Rinn, 2015).

A versatilidade funcional dos IncRNAs ocorre pela sua capacidade de formar diferentes
estruturas e interagir com proteinas, RNA e DNA. Em complexos de ribonucleoproteinas
(RNPs), IncRNAs podem estabilizar os complexos, direcionando-os para loci especificos. Além
de proteinas, também existe a interacdo de IncRNAs com DNA. Isso leva a formacéo de triplex
RNA-DNA, uma estrutura presente in vivo e que facilita o reconhecimento do gene alvo dos
IncRNAs (Guttman e Rinn, 2012).

As funcdes regulatdrias de INcRNAs também consistem de interacbes RNA-RNA. A
interacdo com miRNAs cria uma rede que exerce a regulacdo pdés-transcricional. LncRNAS
podem encobrir sitios de interacdo de miRNAs e agir como “esponjas” moleculares que
sequestram miRNAs que agem sobre outros transcritos. A competicdo entre InCRNAs e
miRNAs para a interagdo com mRNAs alvo leva a desrepressdo da expressdo génica
(Ballantyne et al., 2016).

1.6. LNCRNAS RELACIONADOS COM A DOENCA DE ALZHEIMER

Fatores genéticos e epigenéticos, conjuntamente com a interagdo com mecanismos
ambientais, estdo envolvidos na patogénese de doencas neurodegenerativas, incluindo a DA
(Millan, 2017). Os LncRNAs tém relagdo comprovada com a producdo de AP,
comprometimento sinéptico, inflamacdo, disfuncdo mitocondrial e respostas ao estresse,

mecanismos centrais envolvidos na patogénese de DA.

A expressdo anormal de alguns INcRNAs e seus niveis aumentados no plasma, foram
propostos como potenciais biomarcadores para a DA (Zhang, 2016). Alguns IncRNAs

favorecem as patogéneses da DA, devido a seus efeitos bioquimicos e funcionais. Por exemplo:



30

remodelacdo da cromatina, regulacdo pos-transcricional, pos-traducional e organizacdo de

complexos de proteinas (Luo e Chen 2016).

Os IncRNAs estdo envolvidos na regulacdo da expressdo génica e nas patogéneses
associadas a DA. Compreender as redes regulatorias e os mecanismos moleculares dos
IncRNAs na DA, possibilitara o desenvolvimento de novos tratamentos farmacoldgicos com

IncRNAs como alvos mais apropriados (Cortini et al., 2019).

E importante ressaltar que os InNcRNAs podem ser utilizados como biomarcadores da
DA para a detec¢do da patogénese, diagnostico e a possivel prevencdo, principalmente se for
detectado por meio da sua expressdo anormal no sangue (Feng et al., 2018). Seguindo essa
ideia, 0 uso de IncRNAs tem sido explorado na oncologia, como biomarcadores, onde foi
associado ao prognostico de pacientes com cancer, incluindo carcinoma hepatocelular, cancer

colorretal e mama (Xie et al., 2013).
1.6.1. LncRNA BACE1-AS

O acumulo extracelular do peptideo AP ¢ uma das patologias mais significativas em
pacientes com DA. A producao de AP necessita da clivagem proteolitica sequencial de APP
por B-secretase e y-secretase. A enzima de clivagem de APP no local beta 1 (BACE1) é uma
protease que aumenta a quantidade de produtos da -secretase, os peptideos AB. A BACEI1 ¢
altamente expressa no cérebro de pacientes com DA. Sua expressdo e a atividade enzimatica

sdo consideravelmente aumentadas conforme a progressdo da doenca (Faghihi et al., 2008).

O transcrito antisense de BACEl (BACE1-AS) é um RNA transcrito da fita
complementar do locus BACEL do cromossomo 11, que regula a expressdo do gene BACE1
nos niveis de mRNA e proteico. No organismo humano, ambos transcritos de BACE1L e
BACE1-AS tém uma sobreposicdo de cerca de 100 nucleotideos no exon 6 (Modarresi et al.,
2011). Ao regular a expressdo de BACEL, o IncRNA BACE1-AS desempenha um papel
importante no controle da DA. A Figura 5 mostra como o IncRNA BACEL-AS estabiliza a
expressdo do mRNA e, consequentemente, aumenta a producao da proteina BACEL, gerando
peptideos AP, que formam as placas senis, responsaveis pela patogénese da cascata amiloide.
O estimulo das isoformas AP40 e AP42 também aumenta a expressao do BACEL-AS,
aumentando a estabilidade do mRNA de BACEI e gerando AP adicional (Chen et al., 2019).
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Figura 5 - BACE1-AS aumenta a producio de BACE1 e peptideos AB. A geragdo das placas amiloides deriva
da clivagem sequencial da proteina precursora amildéide (APP) por B-secretase (BACE1) e Y'-secretase. BACE1
esta aumentado em pacientes afetados devido a estabilizagdo do mRNA causada pela interagdo ao seu RNA nao
codificadores BACE1-AS.
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Fonte: Pastori e Wahlestedt, 2012.

Com o pareamento entre BACE1-AS ¢ BACEI], as isoformas AB-42 ¢ AB-40 sdo
geradas progressivamente pela proteina BACEL, afetando as vias de clivagem de APP. Dessa
forma, o AP gerado excessivamente pode afetar a regulacdo do BACE1-AS, aumentando a
formagdo de placas senis no cérebro de pacientes com DA e agravando o desenvolvimento da
doenca (Faghihi et al. 2008). Provocar um silenciamento em BACEL ou BACEL1-AS altera o
nivel de acumulo de AP. A alteragdo dos niveis de proteina BACE1 regula a producdo e

acumulo de AP, essa alteracdo evita que haja uma proteolise excessiva na APP por meio da

BACEL (Modarresi et al., 2011).

O estresse celular aumenta os niveis da concentracdo de BACEL-AS, resultando na
expressao positiva de BACE1L, o que contribui para o processamento de APP e a producdo de
AP. Niveis elevados de AP promovem a superexpressdo de BACE1-AS e 0 processamento de
APP. Ao formar um RNA duplex, BACE1-AS proporciona um aumento na estabilidade do
MRNA do BACEL. Dessa forma, BACE1 e BACE1-AS, conjuntamente, podem atuar como
potenciais biomarcadores e alvos de tratamento para a DA (Liu et al., 2014).

Os niveis de expressdao de BACE1-AS no sangue de pacientes foram avaliados, tanto

nos exossomos plasmaticos quanto no plasma. Os niveis de BACE1-AS foram
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significativamente mais altos no plasma dos pacientes considerados com DA total, em
comparagdo com os pacientes de controle, e houve uma diminuigdo significativa nos niveis de
BACE1-AS em pacientes que foram considerados pré-DA. N&o houveram diferencas
significativas nos niveis de BACE1-AS nos exossomos plasmaticos entre os grupos pré-DA,
DA completa e controle. (Fotuhi et al., 2019)

Uma pesquisa conduzida na China por Wang e colaboradores (2020) teve o objetivo de
determinar se a medida do plasma combinada com dados de imagem do cortex entorrinal e
hipocampo poderia utilizar IncRNAs como biomarcadores de DA. Um total de 134
participantes chineses (72 pacientes com DA e 62 controles) foram reunidos do Segundo
Hospital da Universidade de Shandong, Shandong, China entre maio de 2017 e julho de 2019.
Os dois grupos, com DA e controle, foram categorizados com base no sexo, idade e nivel de
escolaridade. Os resultados desse estudo demonstraram que a detec¢do dos niveis plasmaticos
de BACE1-AS combinados com o volume e a espessura do cortex entorrinal direito podem ser
usados como biomarcadores de DA.

1.6.2. LncRNA 51A

O gene do receptor neuronal relacionado a sortilina (SORL1, também conhecido como
SORLA e LR11) é considerado um gene relacionado a patogénese da cascata amiloide, de
forma indireta. O produto do gene SORL1 é uma proteina transmissora, que € expressa na

membrana plasmatica de neurdnios do sistema nervoso central e periférico (Lee et al., 2008).

A proteina SORL1 atua como receptor de selecdo da proteina APP, interagindo com o
APP em endossomos, onde afeta o processamento proteolitico. A SORL1 age como um agente
inibidor de acimulo de APP na membrana plasmaética, dessa forma, evitando a prote6lise
excessiva de APP por meio das a¢des de a-secretase e BACEL. A SORL1 direciona a APP
internalizada para a rede trans-Golgi, impedindo que a proteina passe por processamento

amiloidogénico (Yin et al., 2015).

Assim como BACEL, o gene SORL1 possui um INCRNA que pode interagir e regular a
expressdo de seus produtos. O IncRNA 51A foi identificado pela primeira vez in silico e
confirmado por ensaio de atividade do promotor a base de luciferase. O 51A é um IncRNA que
mapeia em configuragdo antisense no intron 1 do gene SORL1, cuja sintese promove a
expressdo de variantes de SORL1 processadas alternativamente. O IncCRNA 51A altera o padrdo

de processamento de SORL1, promovendo a expressdo da variante alternativa ao invés da
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variante canbnica da proteina. Devido a isso, 0 processamento de APP é prejudicado, resultando

em um aumento da deposigao de AP (Ciarlo et al., 2013).

A superexpressdo de 51A foi confirmada em modelos in vitro e em cérebros de pacientes
com DA. O mecanismo de 51A intensifica a formagdo de AP por meio da regulagdo negativa
da variante candnica de SORL1, evitando sua traducdo para a proteina e que forme o0s
endossomos com APP internalizada. Devido a perda de SORL1, a APP fica disponivel em

excesso na membrana dos neurdnios e sofre protedlise de BACE1 (Ma et al., 2009).

Um estudo conduzido por Feng e colaboradores (2018), mostrou que 51A esta
positivamente regulada no plasma de pacientes com SAD, sugerindo seu possivel papel como
biomarcador para DA. Os mesmos autores demonstraram que a expressao desse INCRNA se
correlaciona negativamente com a progressdo da doenca avaliada pela classificacdo do mini

exame de estado mental (MEEM).
1.6.3. LncRNA 17A

O 17A é um IncRNA produzido pela RNA polimerase 11, expresso no cérebro humano
e superexpresso em tecidos cerebrais de pacientes com DA (Massone et al. 2011). O IncRNA
17A é transcrito a partir do intron 3 do gene do receptor 51 acoplado a proteina G humana
(GPR51) ou do receptor GABAB2. O 17A induz a sintese de uma isoforma de GABAB2 por
meio de processamento alternativo, gerando uma variante com sinaliza¢do intracelular
reduzida. Desse modo, afeta a transcricdo da forma candnica do GABAB2, prejudicando

significativamente a via de sinalizacdo do GABAB (Gavazzo et al., 2013).

Os receptores GABAB (GBRs) séo os principais reguladores da transmissao sinaptica
no cérebro. Os GBRs pré-sinapticos inibem a liberacdo de uma variedade de
neurotransmissores, enquanto os GBRs pos-sindpticos geram correntes inibitérias que
hiperpolarizam a membrana e inibem a atividade neuronal. A regulacéo negativa de GBRS pré-
sinapticos esta presente em respostas a atividade neuronal e em doengas, incluindo DA,

epilepsia e doencga de Parkinson (Dinamarca et al., 2019)

A variante afeta a funcao biologica de GABA B, regulando o acumulo intracelular de
monofosfato de adenosina 3'-5'-ciclica (CAMP) e a ativacdo de canais de potassio especificos.
Esses eventos prejudicam a sinalizagdo de GABA B, aumentam a secre¢do de AP e a proporg¢ao
de peptideos AB. Consequentemente, a superexpressdo de 17A desencadeia uma resposta

inflamatdria no cérebro. O INcCRNA 17A ¢ regulado positivamente em compara¢do com 0s
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tecidos de controle, sugerindo que ele pode estar envolvido com a DA e a cascata amiloide,

devido a producao de AP causada por sua expressdo (Wan et al., 2017).

No trabalho de Massone e colaboradores (2011), a superexpressdo do IncRNA 17A
aumentou a secrecdo e proporcdo de AP em uma linha celular de neuroblastoma. Wang e
colaboradores (2019) também mostraram que a superexpressao de 17A em um modelo de célula
com DA promove a autofagia, induz a neurodegeneracao e desativa a sinalizacdo de GABAB.

1.6.4. LncRNA NDM29

O marcador de diferenciacdo de neuroblastoma 29 (NDM29) é transcrito pela RNA
polimerase Ill a partir do primeiro intron do gene ASCL3 e sua sintese € regulada por um
promotor extragénico tipo 3, composto por um TATA box, um elemento de sequéncia proximal
e um elemento de sequéncia distal (Pagano et al., 2007). Os promotores do tipo 3 sdo Unicos
entre os elementos Pol Ill, pois utilizam apenas elementos reguladores upstream, que se

assemelham a promotores candnicos de Pol Il (Schramm e Hernandez, 2002).

Em seres humanos, 0 NDM29 mapeia a regido gendmica do cromossomo 11, cuja
delecdo estd implicada no desenvolvimento de neuroblastoma (De Preter et al., 2005). Células
com superexpressdo do NDM29 exibem propriedades oncosupressoras, que leva a diminuicédo

da proliferacéo, diferenciacdo e aumento da quimiossensibilidade (Castelnuovo et al., 2010).

A influéncia da expressdao de NDM29 no processamento de APP e a cascata amiloide
foi analisada por Massone e colaboradores (2012). Notou-se que a expressdo de NDM29 é
aumentada por citocinas inflamatorias, como a IL-1a, que possui expressao elevada no cérebro
de pacientes com DA (Massone et al. 2012). O NDM29 também direciona a APP para a via
amiloidogénico e aumenta a atividade da f-secretase e y-Secretase, causando o aumento da
secrecao de AP (Luo e Chen, 2016).

O NDM29 aumenta significativamente o nivel de producdo de APP, e
consequentemente, a producao das duas principais isoformas de A, Ap42 e AB40, levando ao
acumulo e formacéo da placa senil. Estimulos inflamatdrios também ocasionam a expressao do
NDM29 e formacdo de AP (Gu e Guo, 2013).

1.7. MICRORNAS (MIRNAS)

Os microRNAs (miRNAs) sdo uma classe de RNAs ndo codificadores que séo

reconhecidos como reguladores essenciais para a expressdao génica pos-transcricional por
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reprimir a traducdo ou degradar mMRNAs. Desde sua descoberta, os miRNAs foram identificados
como o0s reguladores envolvidos em diversos eventos biolégicos importantes, como

desenvolvimento, crescimento, diferenciagdo e processos neurodegenerativos (O’Brien et al.,

2018).

A sintese de miRNAs se inicia no nucleo, sob a agdo da RNA polimerase 11, que origina
0 miRNA precursor primario, sendo subsequentemente processado para produzir outro miRNA
precursor (pre-miRNA). O pré-miRNA € entdo transferido para o citoplasma, onde é convertido
em um miRNA maduro. Atualmente, existem cerca de 2.650 miRNAs encontrados em humanos
(Zhao et al., 2016)

Um anico miRNA pode afetar varios genes e um gene pode ser regulado por varios
miRNAs, demonstrando que sdo uma ferramenta potencial para investigacdo de doencas
multifatoriais, como por exemplo, a DA. Devido a sua gama de alvos, miRNAs sdo capazes de

regular diversos processos celulares.

Os miRNAs tém participacdo confirmada na patologia da DA por varios mecanismos,
incluindo a regulagéo da atividade do BACEL. Os miRNAs miR-200a-3p, miR-195, miR-338-
5p, miR-34a-5p, miR-125b-5p, miR-132, miR-384, miR-339-5p, miR-135b, miR-425- 5p e
miR-339-5p estdo entre os MiIRNASs cuja interacdo com BACEL foi confirmada (Samadian et
al., 2021).

Hébert e colaboradores (2008) demonstraram perfis de expressdo de microRNAs em
pacientes com SAD e descobriram que 0s niveis de expressdo do miR29a/bl diminuiram
significativamente com altos niveis de expressdo de BACEL. Uma andlise posterior mostrou
que miR-29a/b-1 pode regular a expressao de BACEL. Além disso, a diminui¢do dos niveis de

miR-29a/b-1 pode contribuir para a patogénese da DA.
1.8. SEQUESTRO DE MICRORNAS POR LNCRNAS

RNAs endogenos competidores (ceRNAS) sdo transcritos que compartilham elementos
de resposta matuo com miRNASs e regulam a expressao uns dos outros competindo pelos
mesmos sitios de interacdo dos miRNAs. A hipotese de ceRNAs propde que alguns transcritos
especificos podem se comunicar utilizando um sinal especifico. Os elementos de resposta
mutua sdo sitios de interagdo de miRNAs dentro de transcritos de RNA especificos (Salmena
etal., 2011).
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Como mencionado anteriormente, o acumulo de peptideos AP é um dos pontos
principais da patogénese de DA. A proteina BACEL tem sua sintese elevada em cérebros de
pacientes com DA. Portanto, a regulagdo alterada de BACE1 tem um papel importante na
patologia. Tanto miRNAs quanto IncRNAs foram implicados na regulacdo de BACE1, um dos
mais relevantes sendo o INCRNA BACE1-AS. Zeng e colaboradores (2019) revelaram que
BACEL-AS compartilha elementos de resposta de miRNAs com BACEL e que BACE1-AS
pode atuar como um ceRNA que sequestra miRNAs que tém como alvo BACEL, evitando que
0 mRNA de BACE1 seja degradado. Para validar a hipotese, utilizaram a ferramenta de
bioinforméatica Miranda (John et al., 2004) para encontrar possiveis miRNAs que tem como
alvo BACEL e BACE1-AS. Como resultado, encontraram cinco miRNAs (mir-29, mir-107,
mir-124, mir-485 e mir-761) que afetam ambos RNAs. Os sequestros dos miRNAs citados

resultam em um aumento da expressao de BACEL (Zeng et al., 2019).

O BACE1-AS também agrava a neurotoxicidade em DA por outro mecanismo
relacionado com ceRNAs. O BACE1-AS sequestra 0 miRNA miR-214-3p e altera a autofagia.
A autofagia € um processo fisiolégico natural para a entrega de componentes celulares e
organelas desnecessarias aos lisossomos para degradacdo. Niveis reduzidos de miR-214-3p
foram encontrados no plasma de pacientes com DA, devido a agdo de BACE1-AS. O miR-214-
3p, por meio do bloqueio da transcrigdo do gene ATG12, atua como um inibidor de autofagia

e apoptose, fornecendo um efeito neuroprotetor (He et al., 2020).

Zhou e colaboradores (2021) demonstraram que BACEL1-AS pode modular
indiretamente a expressdao de ATG5 em células, sequestrando 0 miRNA miR-214-3p. ATGS5,
codificado pelo gene 5 relacionado a autofagia (ATG5), é um gene chave da autofagia que é
alvo de miR-214-3p. Devido ao sequestro desse miRNA, BACE1-AS causa danos neuronais

devido ao silenciamento de miR-214-3p e expressédo excessiva de ATG5 na DA.

Os IncRNAs 51A, 17A e NDM29 ndo possuem acdo de ceRNA confirmada até o
momento. As buscas baseadas nas funcGes de BACE1-AS, forneceram diversos resultados
relevantes, mostrando que esse INCRNA possui mecanismos além de seu padrdo, que seria
manter a estabilidade de BACEL formando um duplex. Os mesmos métodos utilizados para
BACE1-AS, podem também ser utilizados para os outros INCRNAs citados na pesquisa. Os
resultados obtidos por meio dessas buscas podem fornecer informacdes relevantes sobre esses

InNcRNAs, podendo auxiliar no combate a DA.
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Porém, antes de se realizar as buscas das interacdes que os INCRNAs possuem com 0s
miRNAs, precisa-se conhecer 0 maximo possivel sobre a molécula que sera utilizada na
pesquisa. Os INcRNAs formam estruturas que auxiliam na compreensao de sua fungéo, por esse
motivo, as estruturas formadas por essas moléculas precisam ser conhecidas antes de se realizar

uma analise mais detalhada sobre a interacdo com miRNAs.
1.9. ESTRUTURAS DE RNAS

O RNA é o mecanismo central para inimeras fungdes bioldgicas na codificacdo,
decodificacdo, regulacao e expressdo génica. Os RNAs formam estruturas estaveis e especificas
gue desempenham suas funcées bioldgicas (Caprara e Nilsen, 2000). O pareamento de bases de
RNA esté relacionado as habilidades de codificacdo e replicacdo do RNA, permitindo que o
RNA sirva como um fator de especificidade na orientacdo da atividade de processos como a
metilagdo de DNA e o silenciamento mediado por miRNAs (Schroeder et al., 2004).

Os riboswitches e ribozimas geralmente sdo exemplos da importancia das estruturas
secundarias de RNA, se organizando para desempenhar suas funcbes bioldgicas.
Diferentemente, grande parte dos RNAs n&o codificantes, como miRNAs e IncRNAs, formam
complexos para executar suas funcdes. A compreensdo das moléculas de RNA e de suas
funcBes requer conhecimento sobre suas estruturas. Sendo assim, o conhecimento da estrutura

revela grande parte das acdes que um RNA possui no organismo (Cech e Steitz, 2014).
1.9.1. Estruturas secundarias de RNAs

As estruturas secundarias de RNA (2D) sdo formadas por pareamentos de bases de
Watson-Crick (WC), presentes na estrutura do RNA. Os pareamentos WC sdo utilizados para
descrever estruturas de RNAs. Grande parte do trabalho de predicdo de estruturas de RNA se
concentra no nivel da estrutura 2D, pois esse tipo de estrutura tem informacgdes importantes
sobre a funcdo de uma sequéncia de RNA (Mathews et al., 2010). A estrutura 2D é um bom
exemplo da importancia do pareamento de bases WC, que podem ser utilizados para formacéo

de elementos estruturais que permitem a interacdo do RNA com outras moléculas.

A estrutura do RNA é geralmente definida pelos nucleotideos "A", "C", "G" e "U". Por
meio da formac&o das ligagdes de hidrogénio, os dois grupos de bases complementares A-U e
C-G, formam pares de bases estaveis, conhecidos como pares de bases WC. Enguanto os pares
A-U formam duas ligacdes de hidrogénio, os pares C-G formam trés ligac6es de hidrogénio e

tendem a ser mais estaveis do que os pares A-U. Outras bases podem tambem formar pares,
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especialmente o par G-U. Os pares G-U sdo conhecidos como wobble, formando duas ligacGes
de hidrogénio e também sdo importantes para manter a estabilidade da estrutura secundéria do
RNA (Lodish et al., 2007).

Existem sete elementos estruturais secundarios reconhecidos no RNA: 0s grampos, 0S
bulge loops, os loops internos, os multi-loops, as regiGes de fita Unica, as hélices e os
pseudoknots. A haste é um elemento importante que comp®e outros elementos estruturais, como
0 grampo, hélices e pseudoknots. As hastes sdo formadas pelos pareamentos de bases WC,
formando fitas de dupla hélice que antecedem uma al¢a formada por um elemento estrutural.
Quando uma haste ¢é parte de uma hélice, ela pode ser referida como uma haste helicoidal
(Westhof et al., 2011).

Na Figura 6, é possivel observar as representacdes dos elementos estruturais
secundarios. A partir do comeco na sequéncia de RNA, pode-se encontrar na imagem o loop
externo (external loop), sendo formados pelas fitas sem pareamento ao comeco e final da
sequéncia. Seguido pelo bulge loop, um elemento estrutural secundario que possui uma alca
formada por apenas uma fita sem pareamento e a fita oposta com pareamentos normais. Logo
apos o bulge loop, existe o multi-branch loop, que é algca com trés hastes ou mais ligadas a ela.
Uma das hastes do multi-branch loop possui a formagdo de um grampo (hairpin loop), onde
existe a haste e uma alca ao final dessa haste. Continuando na estrutura secundaria, o local
categorizado como stacking pode ser considerada uma haste formada por pareamentos WC. O
ultimo elemento encontrado na estrutura é o loop interno (internal loop), formado por duas fitas

de RNA sem pareamento.



39

Figura 6 - Representacdo da estrutura secundaria. Uma estrutura secundaria de RNA pode ser formada por
varios tipos de elementos secundarios, incluindo grampos (hairpin loop), loops internos (internal loop), bulge
loops, hastes (stacking), multi-loops (multi-branch loop) e loops externos (external loop).

@ 2
© =@ /° multi-branch loop

internal loop i
stacking

hairpin loop

external loop
Fonte: Sato e colaboradores, 2021.

As estruturas de IncRNAs sdo um dos fatores mais importantes para que a molécula
possa desempenhar sua funcéo. A estrutura secundaria e terciaria do IncRNA séo de grande
relevancia para o estudo dos mecanismos moleculares do RNA em processos bioldgicos, como
a interacdo com outras biomoléculas e caracteristicas da classificacdo de RNAs (Delli Ponti et
al., 2017).

A estrutura secundaria INCRNAs é dobrada conforme sua energia minima livre e a
formacdo da estrutura ¢é afetada pela condicao celular e ambiente interno em que se encontra.
Apbs a formacdo completa da estrutura secundaria, 0 RNA forma uma complexa estrutura
categorizada como terciaria, por uma alta complementacdo do emparelhamento WC (Cruz e
Westhof, 2009).

A estrutura de IncRNA possui plasticidade, essa caracteristica permite sua participacdo
em diversas funcdes, como catalise e regulacdo. As transcricdes de RNA de fitas longas, como
dos IncRNAS, sdo mais flexiveis, formando estruturas mais complexas, eficazes para interacao
molecular e regulacdo. Essa flexibilidade confere ao INCRNA a possibilidade de atuar como
reguladores de reacdes moleculares e formando motifs estruturais para regulacéo especifica por
meio do RNA (Dann et al., 2007).

As caracteristicas dos IncRNAs, como diversidade, conservacdo e plasticidade,

determinam seus papéis funcionais complexos. A variabilidade e flexibilidade das estruturas



40

secundarias e terciarias dos INcRNAs na dindmica genémica os levam a ser componentes

importantes na regulacdo epigenética (Smith e Mattick, 2017).

Para compreender a relacdo entre a estrutura e a funcdo do InCRNA, € necessario
reconhecer a estrutura do RNA com exatiddo. Os métodos de obtencdo da estrutura do RNA
sdo principalmente por meio de algoritmos bioinforméticos, métodos bioquimicos e métodos

de estrutura de RNA baseados em sondas enzimaéticas (Bevilacqua et al., 2016).
1.9.2. Estruturas terciarias de RNA

A gama de funcdes presentes dos RNAs ocorre devido a sua capacidade de formar
estruturas 3D que atuam como reguladores de resposta a sinais celulares. As estruturas 3D sdo
as posicdes tridimensionais dos &tomos no espago e concedem interagcdes intramoleculares além
do pareamento de bases WC. Como a estrutura 2D, em sua grande maioria, descreve apenas 0s
pares de bases WC na estrutura do RNA, o conhecimento da estrutura 3D é importante para
revelar os detalhes relevantes para a interpretacdo das funcdes dos RNAs (Laing e Schlick,
2010).

Na Figura 7, é possivel observar o exemplo da formacao da estrutura 3D de RNA a partir
de sua sequéncia primaria, essa sequéncia se dobra ao se parear com as proprias bases,
formando os elementos secundarios citados anteriormente. A sequéncia completamente
dobrada com os pareamentos de bases mais estaveis forma a estrutura 3D desse RNA. Com a
estrutura 3D, o0 RNA consegue interagir com outras moléculas, formando estruturas mais

complexas e possibilitando o RNA de exercer sua funcéo.

Figura 7 - Um resumo do dobramento de RNA e estrutura de RNA 3D. Um exemplo do fluxo da estrutura
secundaria para a estrutura 3D de RNA, incluindo a interacdo desta estrutura 3D.
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Fonte: Dawson e colaboradores, 2016.

A formacéo hierarquica da estrutura do RNA é semelhante a estrutura de proteina, da
sequéncia priméria (1D) a estrutura secundaria (2D) e a estrutura terciaria (3D). No entanto, as
interacdes dos pares de bases de RNA tornam os elementos estruturais do RNA diferentes dos

elementos estruturais nas proteinas. A interacdo cis WC/WC ¢ o elemento basico na formagéo
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das regides helicoidais do RNA, enquanto as outras 11 interagdes ndo canonicas contribuem
para os elementos estruturais da estrutura 3D. Assim, a estrutura 3D do RNA é composta de
regides helicoidais e elementos estruturais especificos da estrutura 3D (Miao e Westhof, 2017).

As caracteristicas estruturais dos RNAs possuem grande importancia para suas funcées
bioldgicas, pois a sequéncia sozinha ndo fornece funcgdes suficientes. Assim, um dos objetivos
da biologia estrutural é fornecer informagdes sobre como a estrutura e a dinamica, de forma
livre ou em interacdo com outras moléculas, levam a funcdes especificas do RNA no ambiente

celular completo (Laing e Schlick, 2010).
1.10. PREDICAO DE ESTRUTURAS DE RNA

A determinacdo da estrutura de RNA tem ganhado significativa atengéo por ser uma das
questBes fundamentais para a compreensao de doengas genéticas e a criacao de novos farmacos.
O conhecimento das estruturas dos RNAs também auxilia na compreensdo do papel da

molécula na célula (Lodish et al., 2007).

Os métodos biofisicos e bioquimicos sdo um dos mais utilizados para determinar a
estrutura do RNA. Os experimentos biofisicos, como cristalografia de raios-X e microscopia
crioeletrénica determinam a base estrutural do RNA em resolugdes no nivel de nanémetro ou
angstrom. Os experimentos bioquimicos tém sido utilizados para validar estruturas de RNA (Li
et al., 2020). Porém, a determinacdo de estruturas de RNA por meio de métodos experimentais,
como a cristalografia de raios-X e espectroscopia por ressonancia magnética nuclear tende a ser
demorada e cara. Em consequéncia desses fatores, a predicdo de estruturas de RNA por métodos

computacionais tem sido utilizada ativamente (Yao et al., 2017).

A formacdo da estrutura do RNA é considerada como sendo hierarquica, isto é, a
formacdo da estrutura secundaria ocorre antes dos contatos terciarios. Como grande parte da
estabilizacdo dentro de uma estrutura de RNA é devido ao emparelhamento de pares de bases
vizinhas, a predicdo de estrutura secundéria se provou uma ferramenta valiosa na modelagem
da estrutura de RNA (Westhof et al., 2011).

Algoritmos de programacgdo dindmica foram desenvolvidos e permitem calcular
diversas propriedades de equilibrio termodindmico de estruturas secundarias de RNA. 1Isso
envolve predicoes de energia livre minima (MFE), probabilidades de emparelhamento de base
e amostragem de estruturas aleatorias de acordo com sua probabilidade. O principio utilizado

nesses algoritmos é o modelo do vizinho mais proximo de Turner; as estruturas s&o
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decompostas em loops individuais, cada um associado a contribuicdo de energia livre, derivada

de experimentos de fusdo e modelagem matematica (Turner e Mathews, 2010).
1.10.1. Predicéo de estruturas secundarias de RNA

A estrutura secundaria do RNA fornece informac@es importantes para determinar a
funcdo de uma sequéncia primaéria e fornece uma estrutura para compreender o funcionamento
do RNA. Além da determinacéo de funcdes, a estrutura secundaria é utilizada para determinar
a estrutura terciaria do RNA desejado (Mathews, 2019).

A predicdo da estrutura secundaria do RNA é bastante utilizada, sendo comum realizar
predicdes utilizando algoritmos de programacao dindmica para a encontrar a estrutura de menor
valor de energia livre minima, onde os pares de bases vizinhos mais proximos séo utilizados
para estimar a estabilidade da dobra do RNA. Os algoritmos de programag&o dindmica também
foram desenvolvidos para caracterizar o conjunto termodindmico de estruturas, incluindo a

estimativa da probabilidade de pares de bases e estruturas de amostragem (Seetin, 2012).

A predicdo de estruturas secundarias de RNA determina, por meio de uma sequéncia
primaria, o conjunto de pares de bases complementares WC, que definem hastes helicoidais,
regibes como grampos e loops internos, bem como os de fita simples. Diversos programas
computacionais foram projetados para predicdo de estruturas secundarias de RNA. As
abordagens variam, incluindo minimizacdo de energia livre utilizando paradmetros
termodinamicos, predi¢cdes baseadas no conhecimento de estruturas de RNA que ja foram
modeladas, algoritmos comparativos de alinhamento de sequéncia e combinagdes de todos 0s

anteriores (Reeder et al., 2006).

A energia livre de Gibbs (AG) ¢ utilizada para calcular a energia total de diferentes
estruturas de RNA, sendo a estrutura com menor energia minima, a mais estavel e aceita. Essa
energia ¢ um potencial termodindmico que mede a capacidade de um sistema de realizar
trabalho n&o mecénico. E também o potencial quimico que é minimizado quando um sistema
atinge o equilibrio de pressdo e temperatura constantes. Portanto, é amplamente utilizada para

calcular a formacéo da estrutura secundaria do RNA (Doshi et al., 2004).
1.10.2. Predicéo de estruturas terciarias de RNA

Existem alguns métodos para a previsdo da estrutura tridimensional do RNA. As
abordagens disponiveis podem ser divididas em trés tipos diferentes: modelagem baseada em

fragmentos, fisica e comparativa.
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A ideia principal da modelagem baseada em fragmentos é montar elementos 3D de
moléculas utilizando pequenos fragmentos de bibliotecas com sequéncias semelhantes. As
etapas desse método consistem, primeiramente, na fragmentagdo da estrutura secundéria. Na
segunda etapa, o algoritmo de busca é empregado para combinar os elementos provenientes das
bibliotecas de fragmentos, a partir de bancos de dados de estruturas de RNA conhecidas. Na
ultima etapa, os elementos sdo montados juntos usando diferentes algoritmos e, normalmente,

uma etapa de refinamento final em um campo de for¢a atdmica (Pucci e Schug, 2019).

A vantagem desse método é sua eficiéncia, pois a montagem da fragmentacédo reduz
drasticamente o espago de busca conformacional. Como a diversidade estrutural da biblioteca
de fragmentos limita diretamente a precisao da montagem composta, bons resultados requerem

uma biblioteca grande e diversa, bem como uma boa funcdo de pontuacéo.

Na Figura 8 demonstra como o processo de fragmentacdo da estrutura secundaria em
diferentes elementos pequenos secundarios. Cada elemento presente é buscado na biblioteca de
fragmentos de uma ferramenta e os fragmentos sdo escolhidos baseados na similaridade com
os fragmentos da estrutura secundaria. Ao final, todos os fragmentos sdo unidos, montando uma

estrutura 3D completa.

Figura 8 - Elementos secundarios montados em estruturas 3D. Fragmentos de estrutura secundarias junto a
seus fragmentos similares na estrutura 3D, cada fragmento conjuntamente compde uma estrutura 3D completa.
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Fonte: Zhao e colaboradores, 2012.
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1.11. PREDICAO DE INTERACAO ENTRE MRNAS, LNCRNAS E MIRNAS

Analises em larga escala transformaram ncRNAs em um ponto atrativo para a pesquisa.
Os ncRNAs, como miRNAs e IncRNAs, sdo extensivamente pesquisados por seu envolvimento
crucial em uma variedade de estados fisiologicos e patoldgicos importantes (Cech e Steitz,
2014).

A interacdo entre miRNA e IncRNA expande a complexidade da regulagdo génica pos-
transcricional. Ambos tipos de RNAs afetam diversas vias bioldgicas devido as suas regulagdes,
porém, ainda é preciso conhecer mais sobre as possibilidades que a interacdo pode trazer as
diversas vias bioldgicas. A classificacdo detalhada das interaces constitui o alicerce para

compreensdo das consequéncias funcionais dos miRNAs e InNcRNAs (Karagkouni et al., 2020).

Com o avanco da tecnologia, ferramentas de bioinformatica investigam perfis de
expressao em massa de miRNAs sem custos altos. Para avaliar as interacfes entre INCRNAS e
miRNAs, diversas ferramentas de previsao para genes alvo de miRNAs foram desenvolvidas,

como por exemplo: TarBase v.8, IncBase v.3, TargetScanHuman, mirSystem e miRDB.

Essas ferramentas sdo importantes para a descoberta de novas interacfes entre miRNAS
e IncRNAs ou mRNAs e miRNAs, auxiliando em sua compreensdo. Alguns miRNAs que ja
estejam categorizados por outras interacdes, podem demonstrar algumas funcdes possiveis dos

RNAs alvos, contribuindo enormemente para o conhecimento do funcionamento dos RNAs.
2. OBJETIVOS

O principal objetivo desse projeto é modelar as estruturas secundarias e terciarias dos
RNAs longos néo codificadores BACE1-AS, 51A, 17A e NDM29, discutidos anteriormente. A
obtencdo das estruturas proporciona diversas possibilidades de analise, inclusive interacdes
com miRNAs e mRNAs.

A partir das estruturas, o seguinte objetivo é analisar o mecanismo ceRNAs dos
INcRNAs, sendo esse 0 mecanismo também conhecido como sequestro de miRNAs. Além
disso, obter os locais de interacdo dos miRNAs diretamente nas estruturas, o0 que pode levar a

descobertas de sitios alvos em elementos estruturais especificos nos InCRNAs.

3.  MATERIAIS E METODOS.

3.1. SEQUENCIAS PRIMARIAS DOS LNCRNAS
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A sequéncia primaria do IncRNA BACE1-AS foi obtida por meio do banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), a sequéncia foi depositada por Faghihi
e colaboradores (2008), com a identificagdo NR_037803.2. As sequéncias primarias dos
INcRNAs 17A, 51A e NDM29 foram obtidas do trabalho de Pagano e colaboradores (2007).

A sequéncia do BACEL1-AS possui 823 nucleotideos de comprimento, o InCRNA 51A
possui 272, o IncRNA 17A possui 156 e a sequéncia do IncRNA NDM29 possui 346. As
sequéncias primarias dos INcCRNAs foram utilizadas como dados de entrada para modelagem de

estruturas secundarias e terciarias.
3.2. PREDIQAO DE ESTRUTURAS SECUNDARIAS

O software MFOLD, desenvolvido por Zuker e Stiegler (1981), foi utilizado para
predicdo de estruturas secundarias de RNA utilizando as sequéncias primarias dos INCRNAs
como dados de entrada. A ferramenta faz predicdo de estruturas secundarias de RNA e DNA
utilizando regras termodindmicas de bases vizinhas mais proximas, visando encontrar o
conjunto de pares de bases que produz a menor energia livre minima por meio dos metodos de
programacéo dinamica. A ferramenta Mfold também retorna estruturas subétimas com valores
maiores do que a estrutura mais estavel formada (Zuker et al., 2003). Assim, a ferramenta
concede a possibilidade de analisar mais estruturas que podem ser resultantes dos pareamentos
de determinado RNA. As estruturas selecionadas para representarem as estruturas secundarias
dos RNAs serdo as estruturas com menor valor de energia livre minima, pois tendem a ser mais
estaveis (Mathews, 2006). Ao final da predicdo, as estruturas secundarias selecionadas foram

utilizadas como dados de entrada para a ferramenta 3dRNA (Wang et al., 2019).
3.3. PREDICAO DE ESTRUTURAS TERCIARIAS

As sequéncias primérias, obtidas no banco de dados NCBI, e estruturas secundarias
modeladas na ferramenta Mfold foram utilizadas como informagéo de entrada. A ferramenta
3dRNA (Wang et al., 2019) possui um método automatizado para modelar a estrutura 3D de
RNAs com base na sequéncia e na estrutura secundaria, construindo a estrutura terciaria do
RNA a partir dos pequenos elementos secundarios (SSEs). Os SSEs incluem hélice, grampo,

loop interno, pseudoknot e bulge loop.

O 3dRNA utiliza duas etapas em que, primeiramente, os SSEs sdo ordenados em alcas
e fragmentos de fita dupla. Em seguida, essas estruturas sdo conectadas e formam uma estrutura

tercidria completa. A primeira estrutura € modelada utilizando a melhor classificacdo de cada
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SSE, as outras estruturas sdo modeladas a partir de modelos escolhidos aleatoriamente de cada
SSE. Dessa forma, a primeira estrutura pode ser uma estrutura semelhante a nativa devido a sua

melhor classificacdo para SSEs (Wang et al., 2019).

As estruturas selecionadas para representarem as estruturas terciarias dos RNAs séo as
que possuem o menor valor de energia livre minima geradas pelo sistema de classificacdo da
ferramenta. A ferramenta utiliza um método de classificacao proprio, chamado de 3dRNAscore
(Wang et al., 2015).

Existem duas fungdes diferentes na ferramenta 3dRNA, a fungéo “Assembly”, que
resulta em estruturas terciarias simples sem nenhuma otimizacdo de energia, e a op¢édo

“Optimization”, que resulta em estruturas otimizadas pela prépria ferramenta.
3.4. PREVISAO DE ALVOS DE MIRNAS

As ferramentas utilizadas para predicdo de miRNAs que tém como alvo os INcRNAs e
mRNAs foram: TarBase v.8 (Karagkouni et al, 2018), IncBase v.3 (Karagkouni, 2020),
TargetScanHuman (Lewis et al., 2005), mirSystem (Lu et al, 2012) e miRDB (Chen e Wang,
2020).

As ferramentas LncBase v3.0 (Karagkouni, 2020) e TarBase v.8 (Karagkouni et al,
2018) foram utilizadas para analisar as possiveis interacbes de miRNAs com o mRNA de
BACEL, SORL1, GABAB e ASCL3 e o IncRNA BACE1-AS. As ferramentas utilizam
sequéncias de RNA disponiveis em bancos de dados, como NCBI (1988). As sequéncias
primarias de 51A, 17A e NDM29 ndo estdo disponiveis em banco de dados, apenas no trabalho
de Pagano e colaboradores (2007), o que torna inviavel a utilizacdo das ferramentas LncBase e
TarBase para 51A, 17A e NDM29.

As ferramentas TargetScanHuman (Lewis et al., 2005) e mirSystem (Lu et al, 2012)
foram utilizadas para encontrar possiveis interacdes de miRNAs com os mRNAs de BACE1,
SORL1, GABAB e ASCL3.

Com a ferramenta miRDB (Chen e Wang, 2020), é possivel encontrar interagdes de
mMiRNAs tanto com os mRNAs, quanto com os INCRNAs, por possuir uma interface de busca

de miRNAs baseada em uma sequéncia primaria fornecida pelo usuério.

Todos os dados gerados pelas ferramentas utilizadas para busca de miRNAs foram

reunidos para comparacdes entre miRNAs que afetam o IncRNA e o0 mRNA alvo desse
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INcRNA. Os miRNAs com interagdes encontradas com o0 mRNA e o IncRNA, podem ser

miRNAs que possivelmente serdo sequestrados pelo InNcCRNA.

As sequéncias de mRNA de BACE1l, SORL1, GABAB e ASCL3 podem ser
encontradas nos bancos de dados do NCBI com as identificacdes: NM_012104.6 (Zhou et al.,
2021), NM_003105.6 (Qiu et al., 2021), NM_005458.8 (Kim et al., 2020) e NM_020646.3
(Luck et al., 2020).

3.5. ANALISE DAS ESTRUTURAS

As analises das estruturas secundarias foram realizadas por meio dos dados gerados pela
ferramenta Mfold, baseadas na analise visual, na energia livre minima (kcal/mol), nos
pareamentos e elementos estruturais secundarios, arquivos brutos com valores h-num, p-num e

ss-count.

O valor h-num é uma medicdo numérica que determina o qudo bem definida é cada
hélice formada na estrutura secundaria do RNA. De acordo com Zuker e colaboradores (2003),
hélices com valores baixos de h-num tendem a ser mais confiaveis, sendo que os valores baixos
e altos mudam para cada RNA, ndo existindo um valor padrdo de baixo e alto para o h-num. O
valor p-num representa 0 nimero de emparelhamentos que uma base pode formar em todas as
dobras a partir da energia minima. O valor ss-count mostra a quantidade de vezes que uma base

esta sem pareamento.

A anélise das estruturas terciarias foi baseada na energia livre minima gerada pela
classificagdo do 3dRNAscore (Wang et al., 2015). Para analisar visualmente a estrutura em
diferentes posicBes, a ferramenta Pymol (Schrodinger e Delano, 2020) foi utilizada. Na
ferramenta é possivel anotar todas as dobras e elementos estruturais contidos na estrutura
terciaria. Ainda com a ferramenta Pymol, foram anotados os sitios de interacdo dos miRNAs
nas estruturas dos IncCRNAs.

3.6. INTERACOES ENTRE MIRNAS E ESTRUTURAS DOS LNCRNAS.

A predicgdo de intera¢fes dos miRNAs e IncRNAs foi realizada por meio de métodos de
comparacao entre as sequéncias priméarias de ambos 0os RNAs. Esse método possibilitou a
obtencéo de diferentes miRNAs que podem interagir com o IncRNA. Para uma analise mais
aprofundada, as interacGes foram realizadas diretamente na estrutura terciaria dos INCRNAsS,

utilizando também as estruturas terciarias dos miRNASs.
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A ferramenta HNADOCK (He et al., 2019) foi utilizada para realizar a interacdo entre
as estruturas terciarias dos IncRNAs e dos miRNAs. O HNADOCK utiliza métodos
computacionais para predizer as estruturas complexas formadas por interagdes entre duas
moléculas de acido nucleico por meio de um algoritmo de docking hierarquico e uma funcéo
de pontuacéo intrinseca para interacdes de acido nucleico. Os dados de entrada para realizacdo
das predi¢des foram os arquivos “.pdb” das estruturas terciarias modeladas dos IncRNAs ¢ as
sequéncias priméarias dos miRNAs, sendo que, as estruturas terciarias dos miRNAs foram
modeladas pelo proprio servidor HNADOCK (He et al., 2019). As predicdes e as analises foram

realizadas apenas nos miRNAs que fazem parte do mecanismo ceRNA dos IncCRNAs.

Os melhores modelos de interacGes resultantes da predicdo do HNADOCK foram os
gue possuiam o menor valor de energia livre minima e o menor valor RMSD (Root Mean
Square Deviation). O RMSD ¢ a medida da distancia média entre os atomos, nesse caso, as
distancias entre os INCRNAs e os miRNAs. Posteriormente, as interacdes foram observadas e
analisadas na ferramenta Pymol (Schrddinger e Delano, 2020).

4. RESULTADOS

4.1. ESTRUTURA SECUNDARIA BACE1-AS

A ferramenta Mfold teve como resultado para o InCRNA BACEL-AS, 27 estruturas
secundarias para analise cada possiveis pareamentos e estruturas secundarias que a sequéncia
primaria podera possivelmente se dobrar. Como a sequéncia priméria do IncRNA BACE1-AS
possui 823 nucleotideos, sendo a maior sequéncia comparada aos outros INCRNAs estudados
nesse projeto, a quantidade de formatos que essa sequéncia pode-se dobrar é grande. Na Tabela
1, é possivel observar a quantidade de estruturas resultantes da ferramenta e a posi¢do em que

estdo baseadas na energia livre minima (kcal/mol) de cada estrutura.

Tabela 1 - Classificacdo das estruturas secundarias do BACEL1-AS. Aqui estdo presentes as colocagdes das
estruturas secundarias modeladas baseada na energia livre minima de cada uma. As maiores colocagdes possuem
menor energia livre minima.

(continua)
Classificacao Energia livre minima (kcal/mol) Estrutura
1 -246.21 5
2 -245.75 3
3 -241.50 9
4 -240.91 1
5 -240.11 23
6 -239.24 20
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(continuacdo)

Classificagéo Energia livre minima (kcal/mol) Estrutura
7 -238.82 10
8 -238.34 8
9 -238.13 18
10 -238.03 14
11 -238.02 6
12 -237.76 15
13 -237.40 7
14 -236.15 11
15 -236.06 27
16 -236.00 24
17 -234.01 13
18 -233.75 26
19 -233.31 25
20 -232.90 2
21 -232.67 4
22 -232.57 22
23 -232.05 19
24 -231.22 17
25 -229.55 12
26 -226.33 16
27 -220.96 21

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021. (conclusédo)

A estrutura que possui a menor energia livre minima, tende a ser a estrutura secundaria
que o RNA formara. Além disso, possuir a menor energia livre minima deixa a estrutura mais
estavel quando comparadas a estruturas com valores maiores. A estrutura selecionada foi a
estrutura n°5, sendo essa estrutura a primeira na classificagdo na tabela acima, por possuir 0s

pareamentos com -264.70 kcal/mol.

Devido aos pareamentos realizados baseados nessa energia livre minima, a estrutura
teve 0 menor valor comparado as outras estruturas geradas com valores pelos pareamentos
6timos e subdtimos. A estrutura com pareamentos 6timos ficou em 4° lugar na classificacdo das
estruturas, sua energia livre minima é maior se comparada com a estrutura n® 5, que € uma das
estruturas subotimas. A escolha da estrutura n® 5 mostra a importancia de estruturas subotimas,
pois, ocasionalmente, a estrutura com os pareamentos 6timos ndo gera a estrutura com menor

energia livre minima.
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A estrutura selecionada possui hélices bem definidas, mostradas pelo arquivo “h-num”.
A estrutura possui hélices nivel 1 e 2. O nivel 1 determina que as hélices que formam a estrutura
secundaria sdo mais estaveis, contribuindo para maior estabilidade da estrutura de RNA. O nivel
2 determina que as hélices continuam estaveis, ndo tao estaveis se comparadas com a do nivel

1, porém mais estaveis que 0s niveis 3 e 4.

A estrutura ndo é formada apenas por hélices ideais, porém ainda possui hélices estaveis
baseadas nos niveis do “A-num”, encontrados ao final da tabela mostrada na Figura 10. Caso
fosse modelada a estrutura apenas com helices ideais, a estrutura ndo seria a ideal pois a
estrutura que possui todas as hélices ideais possui energia livre minima com valor mais alto se

comparada com a estrutura selecionada.

A estrutura n® 5 pode ser considerada a estrutura de BACE1-AS por possuir a menor
energia livre minima comparada as outras geradas pela ferramenta e também por possuir as

hélices mais confiaveis.

Na Figura 9, pode-se observar alguns dos dados gerados pelo Mfold acompanhada da
estrutura secundaria n°5, selecionada para representar o BACE1-AS. Existem na tabela ao lado
da estrutura, algumas informac@es sobre a formacéo da estrutura secundéaria de BACE1-AS. A
coluna “level” é baseada na classificagdo da ferramenta para as hélices, a coluna “length” é o
comprimento da hélice, “istart” e “jstart” representam o pareamento dos primeiros pares de

base da hélice e o valor “h-num” para cada hélice formada
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Figura 9 - Estrutura secundaria e h-num do INcRNA BACE1-AS. Essa ¢ a representacdo da estrutura secundaria
modelada na ferramenta Mfold, juntamente com os valores dos arquivos brutos gerados. A coluna “level” ¢ a
classificacdo da ferramenta para as hélices, a coluna “length” ¢ o comprimento da hélice, “istart” e “jstart”
representam o pareamento dos primeiros pares de base da hélice e o valor “h-num” para cada hélice formada.
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dG = -246.21 [Initially -264.70] BACE1-AS
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Na estrutura secundaria desse RNA podem ser encontrados 61 hélices, 31 loops
internos, 12 bulge loops, 12 grampos, 8 multi-loops e 1 loop externo. A presenca dessa
quantidade de elementos estruturais na estrutura secundaria possibilita interacfes do INCRNA
com outras moléculas, sendo os grampos, um elemento importante para interacées do INCRNA.
Estruturas secundarias sem elementos estruturais possuem mais dificuldade em interagir com
outras moléeculas. A Figura 10, gerada na ferramenta de visualizacdo de RNAs FORNA
(Kerpedjiev et al., 2015), possibilita a analise visual dos elementos estruturais, em diferentes

cores, presentes na estrutura secundaria.



52

Figura 10 - Estrutura secundaria com elementos secundarios coloridos. Essa € a representacdo da estrutura
secundaria de BACE1-AS com seus respectivos elementos secundarios em diferentes cores. A cor verde representa
hélices, formadas por pareamento das bases. A cor vermelha representa os multiloops, formados por uma regiao
onde trés ou mais hélices se juntam. A cor amarela representa os loops internos, formados por regifes sem
pareamento de bases. A cor azul representa os grampos, formados por emparelhamento de bases seguida de um
loop interno terminal. A cor laranja representa as regifes 5° e 3’ sem pareamento de bases.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

4.2. ESTRUTURA SECUNDARIA51A

A ferramenta Mfold gerou como resultado 9 estruturas secundérias para o INCcRNA 51A

gue foram obtidas por meio de sua sequéncia primaria. Na Tabela 2, é possivel observar o
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numero de estruturas modeladas na ferramenta na coluna “Estrutura”, a classificag¢ao
encontrada na coluna “classificagdo”, que sdo baseadas na energia livre minima (kcal/mol) de

cada estrutura.

Tabela 2 - Classificacdo de energias das estruturas secundarias do 51A. Essas sdo as classificagcdes das
estruturas secundarias modeladas baseada na energia livre minima de cada uma. As maiores colocagGes possuem
menor energia livre minima.

Colocacéao Energia livre minima (kcal/mol) Estrutura
1 -64.13 1
-58.79
-58.59
-58.26
-56.48
-55.62
-54.45
-53.54

9 -51.87
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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A estrutura secundaria selecionada para representar o INCRNA 51A foi a estrutura n°1,
sendo essa estrutura a primeira na classificacdo na tabela acima. A ferramenta gerou para essa
estrutura a energia livre minima -64.13 kcal/mol. As estruturas sub6timas geradas pelo Mfold
foram analisadas, porém nenhuma se equiparou com a estrutura n°l. A estrutura n°1l possui
ligacGes com a energia livre minima ideal. Além da energia livre minima, a estrutura também

possui 0s melhores niveis de hélices.

A estrutura possui hélices nivel 1, as hélices nivel 1 determinam que sdo as mais
estaveis, sendo as hélices ideais para a estrutura. Além de possuir hélices ideais, os valores h-
num de cada hélice sdo consideravelmente baixos se comparado com as outras, 0 que
complementa o nivel de estabilidade dessas hélices. Assim, a primeira estrutura secundéria é a

gue pode mais se assemelhar a estrutura do INCRNA 51A.

Na Figura 11 esté a representacao de estrutura secundaria selecionada para o IncRNA
51, a estrutura classificada como n°1 da ferramenta Mfold. Também estdo contidos na Figura

11, os valores h-num e 0s niveis de cada hélice formada na estrutura.
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Figura 11 - Estrutura secundaria e h-num do IncRNA 51A. A figura representa estrutura secundaria nativa
modelada para o IncRNA 51A, juntamente com os valores dos arquivos brutos gerados. A coluna “level” ¢ a
classificacdo da ferramenta para as hélices, a coluna “length” ¢ o comprimento da hélice, “istart” e “jstart”
representam o pareamento dos primeiros pares de base da hélice e o valor “h-num” para cada hélice formada.
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dG = -64.13 [initially -67.40] 51A
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Na estrutura secundaria do IncRNA 51A podem ser encontrados 19 hélices, 10 loops
internos, 4 bulge loops, 4 grampos, 2 multi-loops e 1 loop externo. A presenga dos elementos
estruturais, principalmente dos grampos, possibilita a interagdo desse INCRNA com outras
moléculas. Na Figura 12, é possivel observar a posi¢cdo em que se encontram os elementos

estruturais que podem ser encontrados na estrutura secundaria selecionada do IncRNA 51A.
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Figura 12 - Estrutura secundaria do 51A com elementos secundarios coloridos. Essa € a representagdo da
estrutura secundaria de 51A com seus respectivos elementos secundarios em diferentes cores. A cor verde
representa hélices, formadas por pareamento das bases. A cor vermelha representa os multiloops, formados por
uma regido onde trés ou mais hélices se juntam. A cor amarela representa os loops internos, formados por regifes
sem pareamento de bases. A cor azul representa os grampos, formados por emparelhamento de bases seguida de
um loop interno terminal. A cor laranja representa as regides 5* ¢ 3’ sem parecamento de bases.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

4.3. ESTRUTURA SECUNDARIA 17A

A ferramenta Mfold resultou em onze estruturas secundarias para a sequéncia primaria
INcRNA 17A. A sequéncia primaria do IncRNA 17A possui 156 nucleotideos e € a menor das
sequéncias estudadas. Na Tabela 3, é possivel observar as estruturas resultantes da ferramenta
e a classificacdo em que estdo baseadas na energia livre minima (kcal/mol) de cada estrutura.

Tabela 3 - Classificacdo de energias das estruturas secundarias do 17A. Essas sdo as classificagdes das

estruturas secundarias modeladas baseada na energia livre minima de cada uma. As maiores colocagdes possuem
menor energia livre minima.

Classificacao Energia livre minima (kcal/mol) Estrutura
1 -35.45 2
2 -35.25 4
3 -34.83 3
4 -34.57 7
5 -34.15 10
6 -33.34 11
7 -33.19 9
8 -31.20 8
9 -31.12 1
10 -30.52 5
11 -30.12 6

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Ap0s as analises das estruturas secundarias geradas pela ferramenta Mfold, a estrutura
secundaria selecionada para 0 17A foi a estrutura n°2. Essa estrutura secundaria possui ligaces
com a energia livre sub6timas geradas pela ferramenta, resultando em uma estrutura de -35.45
kcal/mol, sendo esse 0 menor valor de energia livre minima dentre todas as estruturas geradas

pela ferramenta para esse INCRNA.

A estrutura selecionada possui hélices bem definidas e subo6timas, mostradas pelo
arquivo “h-num”. A estrutura possui hélices nivel 1 e 2, as hélices nivel 1 determinam que elas
sdo mais bem definidas e estaveis, o nivel 2 determina que as hélices ainda continuam bem
definidas. Se caso houvesse apenas com hélices ideais, a estrutura ndo seria a ideal, pois a
energia livre minima seria mais alta do que a estrutura selecionada. Dessa forma, a estrutura
n°2 € a estrutura secundaria que se mais se assemelha ao INCRNA 17A. Os valores h-num e
niveis de cada hélice podem ser observados na Figura 13, acompanhado da representacao de

estrutura secundaria selecionada para o IncRNA 17A.

Figura 13 - Estrutura secundéria e h-num do IncRNA 17A. A figura representa estrutura secundéria nativa
modelada para o IncRNA 17A, juntamente com os valores dos arquivos brutos gerados. A coluna “level” é a
classificagdo da ferramenta para as hélices, a coluna “length” é o comprimento da hélice, “istart” e “jstart”
representam o pareamento dos primeiros pares de base da hélice e o valor “h-num” para cada hélice formada.
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Na estrutura secundaria desse RNA podem ser encontrados 10 hélices, 4 loops internos,
2 bulge loops, 3 grampos, 1 multi-loops e 1 loop externo. A presenca de 3 grampos na estrutura
secundaria de 17A, possibilita interacbes com outras moléculas. Também deve-se atentar a fita
sem pareamentos ao final da sequéncia do INcRNA 17A, essa fita pode possibilitar pareamentos
com outros RNAs por meio da complementaridade de bases. Na Figura 26, é possivel observar
a posicdo onde os elementos estruturais secundarios podem ser encontrados na estrutura

secundaria selecionada para o INcRNA 17A.

Figura 14 - Estrutura secundaria do 17A com elementos secundarios coloridos. E a representacéo da estrutura
secundaria de 17A com seus respectivos elementos secundarios em diferentes cores. A cor verde representa hélices,
formadas por pareamento das bases. A cor vermelha representa os multiloops, formados por uma regido onde trés
ou mais hélices se juntam. A cor amarela representa os loops internos, formados por regibes sem pareamento de
bases. A cor azul representa os grampos, formados por emparelhamento de bases seguida de um loop interno
terminal. A cor laranja representa as regides 5’ e 3’ sem pareamento de bases.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

4.4. ESTRUTURA SECUNDARIA NDM29.

A ferramenta Mfold resultou em 19 estruturas secundarias para a sequéncia primaria do
INcRNA NDM29. A sequéncia priméaria do IncRNA NDM29 é a segunda maior dos INCRNAS
estudados. Na Tabela 4, € possivel observar as estruturas resultantes da ferramenta e a colocacao

em que estdo baseadas na energia livre minima (kcal/mol) de cada estrutura.

Tabela 4 - Classificagdo de energias das estruturas secundarias do NDM29. Essas sdo as classificacdes das
estruturas secundarias modeladas baseada na energia livre minima de cada uma. As maiores colocagdes possuem
menor energia livre minima.

(continua)

Classificacao Energia livre minima (kcal/mol) Estrutura
1 -122.98 2
-120.69
-118.69
-118.73
-117.19
-115.83

o O B W N
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(continuag&o)

Classificacao Energia livre minima (kcal/mol) Estrutura
7 -115.39 12
8 -115.23 5
9 -113.08 9
10 -112.89 17
11 -112.58 18
12 -111.50 9
13 -111.10 13
14 -110.98 19
15 -110.92 16
16 -109.00 14
17 -108.88 10
18 -108.10 11
19 -107.92 15
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021. (conclusdo)

Apdbs as andlises de todas as estruturas geradas pela ferramenta Mfold, a estrutura
selecionada para o IncRNA 51A foi a estrutura n°2. A classificacdo em primeira é devido a sua
energia livre minima menor. Essa estrutura possui interagdes com a energia livre sub6timas
geradas pela ferramenta, resultando em uma estrutura de -122.98 kcal/mol, sendo esse, 0 menor

valor de energia livre minima.

A estrutura possui hélices nivel 1 e 2, as hélices nivel 1 determinam que elas s&o as
ideais e sdo as mais bem definidas, o nivel 2 determina que as hélices ainda continuam bem
definidas, mas ndo sdo as ideais como as ideais no nivel 1. A estrutura ndo possui todas as
hélices nivel 1, porém, permanece com hélices estaveis baseadas nos niveis do “h-num”. Assim
como em andlises anteriores, se caso fosse modelada uma estrutura apenas com hélices nivel 1,
a estrutura nao seria a ideal, pois a energia livre minima da prépria seria mais alta do que a
estrutura selecionada, como no caso da estrutura n° 1. Dessa forma, a estrutura n°2 resultante
da ferramenta é a estrutura secundaria que se mais se assemelha ao INcRNA NDM29. Os niveis
e os valores h-num de cada hélice podem ser observados na tabela que acompanha a

representacdo da estrutura secundaria n°2 na Figura 15.
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Figura 15 - Estrutura secundaria e h-num do IncRNA NDM29. A figura representa estrutura secundaria nativa
modelada para o IncRNA NDM?29, juntamente com os valores dos arquivos brutos gerados. A coluna “level” é a
classificacdo da ferramenta para as hélices, a coluna “length” ¢ o comprimento da hélice, “istart” e “jstart”
representam o pareamento dos primeiros pares de base da hélice e o valor “h-num” para cada hélice formada.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A estrutura secundaria do IncRNA NDM29, por ser a segunda maior sequéncia primaria
do estudo, possui uma grande quantidade de elementos estruturais secundarios. Na estrutura
secundaria desse RNA podem ser encontrados 26 hélices, 11 loops internos, 6 bulge loops, 4
grampos, 2 multi-loops e 1 loop externo. A presenca dos grampos e de uma quantidade
consideravel de loops internos demonstra que a estrutura secundaria de NDM29 tem motivos
de interacdo que podem ser utilizados para interacdo com outras moléculas. Na Figura 16, é
possivel observar o local onde os elementos estruturais podem ser encontrados na estrutura

secundaria selecionada para representar o IncRNA NDM29.
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Figura 16 - Estrutura secundaria do NDM29 com elementos secundarios coloridos. A cor verde representa
hélices, formadas por pareamento das bases. A cor vermelha representa os multiloops, formados por uma regiao
onde trés ou mais hélices se juntam. A cor amarela representa os loops internos, formados por regifes sem
pareamento de bases. A cor azul representa os grampos, formados por emparelhamento de bases seguida de um
loop interno terminal. A cor laranja representa as regides 5° € 3’ sem pareamento de bases.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

45. ESTRUTURA TERCIARIA BACE1-AS.

A modelagem das estruturas terciarias dos IncRNAs foi realizada por meio do software
3dRNA (Wang et al., 2019). Para que a modelagem possa ser realizada, a ferramenta necessita
de dados de entrada, que sdo a sequéncia primaria do INcRNA desejado no formato FASTA,
nesse caso sao os estudados no projeto, e também as informacgdes sobre a estrutura secundaria

que foi modelada na ferramenta Mfold, utilizando o formato dot-bracket notation.

A modelagem da estrutura terciaria de BACE1-AS resultou em cinco estruturas em duas
fungoes da ferramenta 3dRNA, sendo elas as fungdes “Assembly” e “Optimization”, totalizando
dez estruturas. As estruturas selecionadas para as analises foram obtidas por meio da funcéo
“Optimization”, por serem as estruturas que passaram por otimizacdo e refinamento. Cada
estrutura terciaria modelada na ferramenta 3dRNA possui seu respectivo valor de energia livre

minima.
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As estruturas modeladas sdo classificadas de 1 a 5 pelo 3dRNAscore (Wang et al.,
2015), sendo a primeira estrutura da classificagéo, a estrutura que possui os melhores modelos
3D pertencentes a biblioteca de elementos estruturais da ferramenta. Além disso, a primeira
estrutura da classificacdo da ferramenta possui maior semelhanca com os elementos
secundarios pequenos que formam a estrutura secundaria utilizada como dado de entrada. Dessa

forma, a primeira estrutura da classificag&o é considerada a estrutura com maior confiabilidade.

A estrutura com a menor energia livre minima gerada para 0o BACE1-AS foi a segunda
estrutura otimizada, possuindo 26.3666 kcal/mol. Como a estrutura estd em segundo lugar na
classificacdo definida pela ferramenta, essa estrutura ainda possui elementos secundérios
semelhantes a estrutura secundaria, devido a sua classificacdo. Na Figura 17 é possivel observar
as diferencas de energia livre minimas geradas pela ferramenta 3dRNA para cada estrutura
modelada, em cada coluna representa uma estrutura, sendo as estruturas em verde as néo

otimizadas e as azuis as estruturas otimizadas.

Figura 17 - Grafico de comparacao dos valores de energia das estruturas terciarias de BACE1-AS. O grafico
exemplifica os valores de energia livre minima de cada estrutura 3D gerada para BACE1-AS. As colunas em verde
representam as estruturas da fungido “Assembly” e as colunas em azul representam as estruturas da fungio
“Optimization”.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Baseado na energia minima livre, a segunda estrutura otimizada é a estrutura terciaria
que mais se assemelha a estrutura de BACE1-AS, sendo que sua energia livre minima é a menor
gerada pela ferramenta. Em questdo da modelagem da estrutura, a primeira estrutura possui 0s

melhores elementos estruturais da biblioteca, porém, a segunda ainda possui um alto nivel de
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elementos estruturais, diferente das estruturas com classificagdo mais baixa no 3dRNAscore.
Dessa forma, foi preferivel selecionar a segunda estrutura terciéria da classificacéo, por possuir
a menor energia livre minima se comparada as outras estruturas modeladas na ferramenta e
também por possuir elementos estruturais de alto nivel provenientes da biblioteca especifica do
software. Na figura 18 pode-se observar a estrutura terciaria selecionada para BACE1-AS em

diferentes angulos, isso proporciona uma visualizacdo melhor da molécula.

Figura 18 - Estrutura 3D de BACE1-AS em diferentes &ngulos. Essa colecdo de imagens mostra a estrutura 3D
escolhida para representar a estrutura de BACE1-AS. Os diferentes angulos expostos auxiliam em uma
visualizagdo melhor da molécula.

Estrutura 3D de BACE1-AS a 0° Estrutura 3D de BACE1-AS a 90°

‘»",Q\ £ \\
>

Y

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.



63

4.6. ESTRUTURA TERCIARIA51A.

r

Para 0 INcRNA 51A, a primeira estrutura gerada na fungao “Optimization” ¢ a estrutura
com os melhores elementos estruturais, podendo se assemelhar a estrutura terciaria do INCRNA.
A estrutura selecionada possui 26.7377 kcal/mol. Na Figura 39 € possivel observar as
respectivas energias de cada estrutura modelada, representadas nas colunas, modeladas por
meio da ferramenta 3dRNA. As colunas representam as estruturas da fungdo “Assembly” e

“Optimization”. O grafico compara a energia de cada estrutura gerada por essas fungdes.

Figura 19 - Gréfico de comparacdo dos valores de energia das estruturas terciarias de 51A. O gréfico
exemplifica os valores de energia livre minima de cada estrutura 3D gerada para 51A. As colunas em verde
representam as estruturas da fung¢do “Assembly” e as colunas em azul representam as estruturas da funcdo
“Optimization”.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

E possivel determinar que a primeira estrutura da fungdo “Optimization” é a estrutura
gue mais se assemelha ao IncRNA 51A. O valor de energia livre minima dessa estrutura ndo
foi diminuido pela funcdo de otimizacdo, porém seus modelos 3D de elementos estruturais
secundérios foram otimizados e refinados, sendo semelhantes aos elementos encontrados na
estrutura secundaria. Dessa forma, a primeira estrutura da funcao "Optimization™, classificado
pelo 3dRNAscore (Wang et al., 2015), foi a estrutura selecionada para representar a estrutura
terciaria de 51A. Sua energia livre minima ndo é a mais baixa, porém, os elementos estruturais
secundarios sdo os que mais mantém a confiabilidade da estrutura secundaria. Na figura 20,
pode-se observar a estrutura tercidria selecionada para representar a estrutura de 51A em
diferentes angulos, para que a molécula possa ser analisada em suas dimensdes.
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Figura 20 - Estrutura 3D do 51A em diferentes angulos. Essa colecdo de imagens mostra a estrutura 3D
escolhida para representar a estrutura de 51A. Os diferentes dngulos expostos auxiliam em uma visualizacéo
melhor da molécula.

Estrutura 3D de 51A a 0° Estrutura 3D de 51A a 90° Estrutura 3D de 51A a 180° Estrutura 3D de 51A a 270°

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

4.7. ESTRUTURA TERCIARIA 17A.

A primeira estrutura da fungdo “Optimization” foi selecionada para representar a
estrutura terciaria do IncRNA 17A. A estrutura possui 27.1777 kcal/mol. Assim como a
modelagem do IncRNA 51A, foi mais adequado escolher essa a estrutura com os melhores
modelos 3D para 0s elementos secundarios pequenos, ja que sao modelos que possivelmente a
estrutura do RNA formara. Na Figura 21 é possivel observar as estruturas modeladas nas

funcdes “Assembly” e “Optimization”, assim como as energias livres minimas geradas.
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Figura 21 - Grafico de comparacao dos valores de energia das estruturas terciarias de 17A. O grafico
exemplifica os valores de energia livre minima de cada estrutura 3D gerada para 17A. As colunas em verde
representam as estruturas da funcdo “Assembly” e as colunas em azul representam as estruturas da fungdo
“Optimization”.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Como a primeira estrutura modelada na fungdo “Optimization” possui uma estrutura
otimizada, refinada e energia livre minima menor, se comparada a sua versdo nao otimizada, a
primeira estrutura otimizada pode se assemelhar a estrutura do INCRNA 17A. Desse modo, é
possivel determinar que a primeira estrutura otimizada é a estrutura que mais mantém a
confiabilidade com a estrutura secundaria, possuindo os mesmos elementos estruturais
secundarias pertencentes a essa estrutura, sendo que as outras estruturas possuiam energias
maiores e também modelos 3D para os elementos secundarios com confiabilidade inferior. A
representacdo da estrutura tercidria do InNcRNA 17A pode ser observada na Figura 22, onde é

possivel observar a estrutura terciéria selecionada em diferentes angulos
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Figura 22 - Estrutura 3D do 17A em diferentes angulos. Essa colecdo de imagens mostra a estrutura 3D
escolhida para representar a estrutura de 17A. Os diferentes angulos expostos auxiliam em uma visualizacéo
melhor da molécula.

Estrutura 3D de 17A a 0° Estrutura 3D de 17A a 90° Estrutura 3D de 17A a 180° Estrutura 3D de 17A a 270°

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
4.8. ESTRUTURA TERCIARIA NDMZ29.

A estrutura com menor energia livre minima foi a quinta estrutura da funcdo
“Optimization”, possuindo 26.3726 kcal/mol. Porém, como a estrutura possui modelos 3D com
pouca confiabilidade com os elementos estruturais da estrutura secundéria, a estrutura pode nao
se assemelhar com a estrutura do INCRNA NDM29, mesmo possuindo menor valor de energia
livre minima. A primeira estrutura comparada a quinta estrutura, possui diferenca em suas
conformacdes pela diferenca de energia. Porém, como os modelos 3D da primeira estrutura
ainda possuem semelhanga maior com os elementos estruturais da estrutura secundéria, essa
estrutura pode se assemelhar a estrutura terciaria do NDM29. Na Figura 23 é possivel observar

as estruturas modeladas e as energias livres minimas geradas pela ferramenta 3dRNA.
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Figura 23 - Grafico de comparacao dos valores de energia das estruturas tercidarias de NDM29. O grafico
exemplifica os valores de energia livre minima de cada estrutura 3D gerada para NDM29. As colunas em verde
representam as estruturas da funcdo “Assembly” e as colunas em azul representam as estruturas da fungdo
“Optimization”.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Desse modo, foi preferivel escolher a estrutura com os melhores modelos 3D para 0s
elementos estruturais secundarios, mesmo possuindo a energia livre minima um pouco maior,
jaque a quinta estrutura possui modelos 3D inferiores por estar em ultimo lugar na classificacao
do 3dRNAscore (Wang et al., 2015). A representacao da estrutura tercidria do IncRNA NDM29

pode ser observada na Figura 24, em diferentes posi¢fes para uma melhor analise visual.



68

Figura 24 - Estrutura 3D do NDM29 em diferentes &ngulos. Essa cole¢do de imagens mostra a estrutura 3D
escolhida para representar a estrutura de NDM29. Os diferentes &ngulos expostos auxiliam em uma visualizacdo

melhor da molécula

Estrutura 3D de NDM29 a 0°

Estrutura 3D de NDM29 a 90°

Estrutura 3D de NDM29 a 180°

Estrutura 3D de NDM29 a 270°

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

4.9. INTERACAO DE MIRNAS COM BACE1-AS.

Realizadas as modelagens, iniciou-se as buscas de miRNAs que podem interagir com

0s IncRNAs relacionados a DA e analisar seus locais de interacdo nas estruturas modeladas,

com o objetivo de encontrar sitios especificos nas estruturas. A busca de miRNAs que

interagem com BACE1-AS por meio da ferramenta IncBase v.3, resultou em 44 miRNAs, e
pela ferramenta miRDB, foram encontrados 33 miRNAs. Para o RNA alvo do BACE1-AS, o
MRNA BACEL, foram encontrados 25 miRNAs pela ferramenta TarBase v.8, 56 miRNAs pela

ferramenta TargetScanHuman e 261 miRNAs pela ferramenta mirSystem.
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Comparando os miRNAs obtidos por meio dessas ferramentas, foi possivel encontrar
17 miRNAs que podem interagir com o BACE1 e o BACE1-AS, sendo que um miRNA pode
interagir com as moléculas em diferentes locais nas sequéncias. Na Tabela 5, é possivel
observar as identificacdes dos miRNAs que interagem com BACE1 e BACE1-AS, a sequéncia
onde se pareiam no BACE1-AS e a sequéncia alvo dos miRNAs no BACE1-AS.
Tabela 5 - MicroRNAs que interagem com BACEL e BACEL-AS. A tabela mostra as identificacbes dos
miRNAs que foram encontrados na busca de miRNAs que interagem com BACEL e BACE1-AS. Os 17 miRNAs
estdo especificados na primeira coluna, baseado nas identificacbes mostradas nas ferramentas. Na segunda coluna
estdo as sequéncias de nucleotideos onde os miRNAs interagem com BACEL-AS, sendo que um miRNA pode

interagir em mais de uma sequéncia especifica. Na Ultima coluna esta apresentada a sequéncia alvo que o miRNA
interage com BACE1-AS por meio da complementaridade de bases.

MiRNA Nucleotideos BACE1-AS Sequéncia alvo
hsa-let-7b-5p 660-667 CUACCUCA
hsa-let-7c-5p 660-667 CUACCUCA
hsa-let-7e-5p 660-667 CUACCUCA
hsa-let-7g-5p 660-667 CUACCUCA
hsa-let-7i-5p 660-667 CUACCUCA

hsa-miR-1226-3p 229-236 CUAGGGGA
hsa-miR-130a-3p 449-470 AUGCUCUUGUCAUAGUUGUACU
hsa-miR-130b-3p 449-470 AUGCUCUUGUCAUAGUUGUACU
hsa-miR-196b-5p 362-380 CUCACGGAGGAGGCUGCCcU
hsa-miR-301b-3p 451-470 GCUCUUGUCAUAGUUGUACU
hsa-miR-382-5p 356-367 AGUCCACUCACG
hsa-miR-454-3p 451-471 GCUCUUGUCAUAGUUGUACUA
hsa-miR-625-5p 339-349 CUUUUACCCCC
hsa-miR-98-5p 660-667 CUACCUCA
hsa-miR-500a-5p 47-71 CUCAGCCCCCUGAGUAGCUAGGAUU
hsa-miR-500a-5p 680-687 AAGGAUUA
hsa-miR-1303 9-28 GCAACCUCCACCGUCCUGAG
hsa-miR-1303 633-640 UCUCUAAA
hsa-miR-642a-5p 117-126 GAGAUGGGAU
hsa-miR-642a-5p 472-479 AGAGGGAA

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A Figura 25 mostra os locais onde 17 microRNAs interagem na estrutura secundaria de
BACE1-AS. Na sequéncia de nucleotideos 9-29, marcadas em vermelho, onde interage o
miRNA hsa-miR-1303, podem ser encontrados 1 multi-loop e 1 grampo, elemento estrutural
importante para interacGes com a estrutura do RNA. Na sequéncia de nucleotideos 47-71, onde
interage 0 MiRNA hsa-mir-500a-5p, marcado em rosa, sdo encontrados 2 loops internos e 1
bulge loop. O hsa-mir-500a-5p também interage na sequéncia 680-687, marcado em rosa, onde
existe um bulge loop. Na sequéncia entre os nucleotideos 117-126, interage 0 miRNA hsa-mir-
642a-5p, marcado em marrom, € encontrado 1 loop interno. Na sequéncia entre os nucleotideos
226-236, local onde interage 0 miRNA hsa-mir-1226-3p, marcado em verde, é encontrado 1
loop interno. Na sequéncia entre os nucleotideos 339-349, interage 0 miRNA hsa-mir-625-5p,
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marcado em roxo, compde um multi-loop e possui 1 bulge loop. Na sequéncia entre 0s
nucleotideos 362-380, marcado em laranja, interagem 0os miRNAs hsa-miR-196b-5p e hsa-miR-
382-5p podem ser encontrados 2 loops internos e 1 bulge loop. Na sequéncia entre os
nucleotideos 449-470, marcado em amarelo, interagem os miRNAS hsa-miR-130a-3p, hsa-
miR-130b-3p, hsa-miR-301b-3p e hsa-miR-454-3p, onde podem ser encontrados 2 loops
internos e mais 1 grampo. Entre os nucleotideos 633-640 ha interacdo do miRNA hsa-miR-
1303, marcado em vermelho, e essa interacdo cobre quase todo o grampo presente nessa
sequéncia, demonstrando que esse grampo pode ser um local de interacéo ativa. Por final, entre
os nucleotideos 660-667 interagem 6 miRNAs diferentes, o que também pode aumentar as

chances de a estrutura de grampo ser um local de interacéo ativo no BACE1-AS.

Figura 25 - Locais de interagdo de miRNAS na estrutura secundaria de BACEL1-AS. A figura apresenta os
locais de interacdo dos miRNAS na estrutura secundaria de BACE1-AS, esses miRNAs interagem com BACEL e
BACE1-AS. As sequéncias onde ha interacdes e as identificagdes dos miRNAs que interagem nessas sequéncias
estdo coloridas com a mesma cor.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Na Figura 26, pode-se observar a estrutura terciaria do IncRNA BACE1-AS e os locais
de interacdo dos miRNAs nessa estrutura tercidria. Foram mantidas as mesmas coloracfes

encontradas na figura da estrutura secundaria referente aos locais de pareamento nas estruturas.
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Figura 26 - Locais de interacdo de miRNAS na estrutura 3D de BACE1-AS. A figura apresenta os locais de
interagdo dos miRNAs que interagem com BACE1 e BACE1-AS, assim como a identificacdo dos miRNAs da
interagdo. As cores representadas na estrutura secundaria foram mantidas na estrutura terciaria para comparagao
dos locais de interagdo da estrutura secundaria e terciaria
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

4.10. INTERACAO DE MIRNAS COM 51A.

Os resultados obtidos para o IncRNA 51A, por meio da ferramenta miRDB, mostrou a
possibilidade de interacdo do 51A com 25 miRNAs. Para 0 RNA alvo do 51A, 0 mRNA
SORL1, foram encontrados 72 miRNAs pela ferramenta TarBase v.8, 55 miRNAs pela
ferramenta TargetScanHuman, 36 miRNAs pela ferramenta mirSystem e 224 miRNAs pela

ferramenta miRDB.
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Comparando os miRNAs obtidos por meio das ferramentas de predicdo de interacdo de
miRNAs, foi possivel encontrar apenas 2 miRNAs que podem interagir tanto com o 51A quanto
com o SORL1, sendo que ambos miRNAs podem se parear em diferentes locais nas sequéncias.
Na Tabela 6, é possivel observar as identificacbes dos miRNAs citados, a sequéncia onde se

pareiam na estrutura do INCcRNA 51A e a sequéncia alvo desses miRNAsS.

Tabela 6 - MicroRNAs que interagem com 51A e SORL1. A tabela mostra as identificacdes dos miRNAs que
foram encontrados na busca de miRNAs que interagem com SORL1 e 51A. Os 2 miRNAs estdo especificados na
primeira coluna, baseado nas identificacfes mostradas nas ferramentas. Na segunda coluna estdo as sequéncias de
nucleotideos onde os miRNAs interagem com 51A, sendo que um miRNA pode interagir em mais de uma
sequéncia especifica. Na Gltima coluna esta apresentada a sequéncia alvo que o miRNA interage com 51A por
meio da complementaridade de bases.

MiRNA Nucleotideos 51A Sequéncia alvo
hsa-miR-8485 52-59 UGUGUGUA
hsa-miR-8485 69-75 GUGUGUA
hsa-miR-3941 53-59 GUGUGUA
hsa-miR-3941 69-76 GUGUGUAA

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A Figura 27 mostra os locais onde os 2 miRNAs interagem na estrutura secundaria do
InNcRNA 51A. Diretamente na estrutura secundaria, pode-se observar que ambos miRNAs se
pareiam em locais onde existem alguns elementos estruturais secundarios, que podem ser sitios
especificos de interacdo com moléculas. Na sequéncia de nucleotideos 52-59, marcada em
vermelho, onde interagem os miRNAs hsa-mir-8435 e hsa-mir-3941, séo encontrados 2 loops
internos. Na sequéncia de nucleotideos 69-76, marcada em azul, onde também interagem os
mMiRNAs hsa-mir-8435 e hsa-mir-3941, sdo encontrados 2 loops internos na sequéncia
determinada. Possivelmente, o pareamento dos miRNAs nesses locais formam um triplex de

fitas de RNA pareadas, acompanhada da interacdo com os elementos estruturais.
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Figura 27 - Locais de ligagdo de miRNAS na estrutura secundaria de 51A. A figura apresenta os locais de
interacdo dos miRNAs na estrutura secundaria de 51A, esses miRNAs interagem com SORL1 e 51A. As
sequéncias onde ha interagdes e as identificagdes dos miRNAs que interagem nessas sequéncias estdo coloridas
€Om a mesma cor.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Na Figura 28, pode-se observar a comparacgéo dos locais de interacdo dos miRNAs na
estrutura terciaria. Foram mantidas as mesmas colorac@es encontradas na imagem da estrutura

secundaria referente aos locais de interacdo nas estruturas.

Figura 28 - Locais de ligagdo de miRNAS na estrutura 3D de 51A. A figura apresenta os locais de interacdo dos
miRNAs que interagem com SORL1 e 51A, assim como a identificacdo dos miRNAs da interacdo. As cores
representadas na estrutura secundaria foram mantidas na estrutura tercidria para comparagdo dos locais de
interagdo da estrutura secunddria e tercidria.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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4.11. INTERACOES DE MIRNAS COM 17A.

Os resultados obtidos para o IncCRNA 17A, por meio da ferramenta miRDB, mostrou a
de interacdo com 11 miRNAs. Para o0 RNA alvo do 17A, o mRNA GABAB2, foram
encontrados 63 MiIRNAs pela ferramenta TargetScanHuman, 273 miRNAs pela ferramenta
mirSystem e 241 miRNAs pela ferramenta miRDB.

Comparando os miRNAs obtidos por meio das ferramentas de predicdo de interacdo de
miRNAs, foi possivel constatar que apenas 1 miRNA pode interagir tanto com o 17A quanto
com GABAB2, sendo que este miRNA pode interagir em dois locais diferentes na sequéncia.
Na Tabela 7, estdo as identificacbes do miRNA citado, os locais onde ele interage na estrutura

do IncRNA 17A e as sequéncias alvos desses miRNA.

Tabela 7 - MicroRNAs que interagem com 17A e GABAB2. A tabela mostra a identificacdo do miRNA
encontrado na busca de miRNAs que interagem com GABABe 17A. O miRNA esta especificado na primeira
coluna, baseado na identificagdo mostrada na ferramenta. Na segunda coluna estd a sequéncia de nucleotideos
onde o0 miRNA interage com 17A, sendo que um miRNA pode interagir em mais de uma sequéncia especifica. Na
Gltima coluna esta apresentada a sequéncia alvo que o miRNA interage com 17A por meio da complementaridade
de bases.

mMiRNA \ Nucleotideos 17A \ Sequéncia alvo
hsa-miR-4531 | 127-133 | UUCUCCA
hsa-miR-4531 | 147-153 | UCUCCAA
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A Figura 29 mostra os locais onde 0 miRNA interage na estrutura secundaria do INCRNA
17A. Na sequéncia de nucleotideos 127-133, marcada em vermelho, onde interage 0 miRNA
hsa-mir-4531, pode ser encontrada a formacdo de uma fita Unica, nesse local o miRNA pode se
parear com IncRNA e formar um duplex de fitas de RNA. Na sequéncia 147-153, marcada em
azul, onde também interage 0 miRNA hsa-mir-4531, existe um local de fita Unica e um loop

interno.
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Figura 29 - Locais de ligacdo de miRNAS na estrutura secundaria de 17A. A figura apresenta o local de
interagdo do miRNA na estrutura secundaria de 17A, esse miRNAs interagem com GABAB e 17A. As sequéncias
onde ha interacdes e a identificacdo do miRNA que interage nessas sequéncias estdo coloridas com a mesma cor.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Na Figura 30, pode-se observar a comparacao dos locais de pareamentos do miRNA na
estrutura terciaria. Foram mantidas as mesmas colorac@es encontradas na imagem da estrutura

secundaria referente aos locais de pareamento nas estruturas.

Figura 30 - Locais de ligacdo de miRNAS na estrutura 3D de 17A. A figura apresenta os locais de intera¢do do
miRNA que interage com GABAB e 17A, assim como a identificagio do miRNA da interacdo. As cores
representadas na estrutura secundaria foram mantidas na estrutura terciaria para comparagdo dos locais de
interagdo da estrutura secundaria e tercidria.

hsa-miR-4531

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
4.12. INTERACOES DE MIRNAS COM NDM?29.

Os resultados obtidos para o INcRNA NDM29, por meio da ferramenta miRDB, mostrou
a possibilidade de interacdo com 16 miRNAs, mostrados na Tabela 10. Para o RNA alvo do
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NDM29, o mRNA ASCL3, foram encontrados 18 miRNAs pela ferramenta TargetScanHuman,

4 miRNAs pela ferramenta mirSystem e 2 miRNAs pela ferramenta TarBase v.8.

Tabela 8 - MicroRNAs que interagem com NDM29. A tabela apresenta 0s miRNAs que interagem apenas com
0 IncRNA NDM29, esses miRNAs foram obtidos por meio da ferramenta miRDB. Na primeira coluna estao
representadas as identificacdes dos 16 miRNAs que interagem com NDM29. Na segunda coluna estdo
representadas as sequéncias de nucleotideos onde interagem os miRNAs. Na terceira coluna estdo representadas
as sequéncias alvo na estrutura do NDM29

MiRNA Nucleotideos NDM29 Sequéncia alvo
hsa-miR-3149 184-191 CAUACAAA
hsa-miR-567 182-189 AACAUACA
hsa-miR-297 183-190 ACAUACAA
hsa-miR-504-3p 305-312 GCACUCCA
hsa-miR-3614-3p 22-28 GAAGGCU
hsa-miR-3941 80-87 GUGUGUAA
hsa-miR-4284 284-250 GUGAGCCA
hsa-miR-4524a-3p 169-175 cuGcucuc
hsa-miR-4524a-3p 335-342 CUGUCUA
hsa-miR-5193 37-43 AGGAGGA
hsa-miR-5193 249-255 AGGAGGA
hsa-miR-4691-3p 238-245 GUGGCUGA
hsa-miR-660-3p 37-43 AGGAGGA
hsa-miR-660-3p 248-255 CAGGAGGA
hsa-miR-6832-5p 172-179 UCUCUACA
hsa-miR-4524b-3p 168-175 ccuaGgucuy
hsa-miR-4524b-3p 334-340 CccuaGcucuy
hsa-miR-6778-3p 267-273 GGGAGGC
hsa-miR-6879-3p 317-324 GGGUGACA
hsa-miR-122-5p 306-312 CACUCCA

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Comparando os miRNAs obtidos por meio das ferramentas de predicdo de interacdo de
miRNAs, ndo foi possivel encontrar miRNAs que entram em contato com o INcRNA NDM29
e 0o MRNA ASCLS3.

4.13. INTERACOES DA ESTRUTURA 3D DE BACE1-AS COM MIRNAS.

Os resultados das predicdes de interacfes utilizando as sequéncias primarias dos RNASs
possibilitaram a descoberta de miRNAs que podem interagir com os IncRNAs. No caso de
BACE1-AS e BACEL, foram encontrados 17 miRNAs que podem interagir com suas

sequéncias.

Para aprofundar a analise das interagdes dos INcRNAs com os miRNAs que podem

participar do mecanismo ceRNA, foram realizadas anélises de interacbes com as estruturas
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terciarias dos miRNAs e de BACE1-AS, para verificar a possibilidade de interacéo entre suas

estruturas e quais interagdes tém maior probabilidade de ocorrer.

Utilizando a ferramenta HNADOCK (He et al., 2019) foi possivel realizar as interacfes
entre as estruturas de ambos RNAs. Na Tabela 9, pode-se observar os miRNAS que interagiram
com a estrutura tercidria de BACE1-AS, a energia livre minima das interagdes, o valor RMSD
das interacdes e os locais onde podem ser encontrados os nucleotideos de interacdo entre os
dois RNAs. As interacbes com menor valor de energia livre minima (MFE) possuem maior
possibilidade de ocorrer em BACEL1-AS e demonstra a estabilidade da interacdo. O RMSD é
uma medida de distancia entre 0 miRNA e o IncRNA, valores menores correspondem uma
interagdo mais proxima entre as estruturas. Por final, os locais de interagdo mostram onde as
bases dos miRNAs estdo pareadas com os IncRNAs, esse resultado foi obtido por meio da

ferramenta Pymol (Schrodinger e Delano, 2020).

Tabela 9 - Interaces das estruturas 3D de BACE1-AS e miRNAs. A tabela apresenta a interacdo das estruturas
3D dos miRNAs com a estrutura 3D de BACE1-AS. Estéo especificadas as identificagdes dos miRNAS na primeira
coluna. Na segunda coluna esté o valor de energia livre minima (MFE) da interacdo do miRNA especificado com
a estrutura de BACE1-AS, quanto menor o valor, maior a estabilidade da interacdo. Na terceira coluna esta
especificado o RMSD, medida de distancia média entre o InNcRNA e o miRNA, que, quanto menor o valor, melhor
a interacdo. Na quarta coluna estdo especificadas as bases que interagem entre o INCRNA e miRNA, sendo a base
a esquerda do traco correspondente a BACE1-AS, e a direita do traco, correspondendo ao miRNA.

(continua)
miRNA MFE (kcal/mol) | RMSD ligante (A) Locais de interagao
hsa-let-7b-5p -169.68 164.66 C631-G12; A658-U9; U673-G8
hsa-let-7c-5p -205.25 156.51 A662-U9
hsa-let-7e-5p -199.94 185.87 C631-G5; A632-U18; U665-A19;
C664-G20; A662-U21
hsa-let-7g-5p -233.59 156.87 G646-U16; C620-G15; A669-
u12
hsa-let-7i-5p -183.64 221.04 A666-U22; A669-U16
hsa-miR-1226-3p -231.49 251.09 G558-C5; U556-G7; G183-C18;
C188-G22
hsa-miR-130a-3p -226.48 237.57 C440-G17; U465-A16; U435-A2;
G434-C1
hsa-miR-130b-3p -221.23 234.01 C459-G17; U458-G18
hsa-miR-196b-5p -258.70 246.32 A357-U19; C359-G17; U363-G7;

A420-U16; G417-U10

hsa-miR-301b-3p -166.38 527.09 C469-G1; G466-C19; C438-G18
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(continuag&o)

miRNA MFE (kcal/mol) | RMSD ligante (A) Locais de interacéo
hsa-miR-382-5p -276.71 286.06 U351-A2; U441-G4; G357-C21
hsa-miR-454-3p -171.52 384.62 G484-U1; C339-G3; A474-U23
hsa-miR-625-5p -279.74 349.07 U338-A9; G484-C21; G486-C20;
U336-G5;
hsa-miR-98-5p -179.97 159.52 U626-G2; C631-G8; A632-U13;
U665-G15; C664-U12
hsa-miR-500a-5p (47-71) -171.14 348.04 AB803-U1; C73-G16; A72-U15;
G36-C14
hsa-miR-500a-5p (680-687) -193.34 304.14 A644-U19; G683-U15
hsa-miR-1303 (9-28) -216.64 399.36 G26-U21
hsa-miR-1303 (633-640) -151.65 415.05 C620-G11
hsa-miR-642a-5p (117-126) -200.03 132.52 G119-U6; U121-Al11; C786-G22
hsa-miR-642a-5p (472-479) -217.85 163.66 U340-Al1; C337-G22
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. (conclusdo)

Alguns miRNAs interagiram parcialmente nos locais especificados na Tabela 5, que se
refere aos locais onde os MiRNAS interagem na sequéncia de BACE1-AS. Porém, como a
estrutura 3D ndo interage seguindo apenas o0s pareamentos de bases WC das sequéncias
especificadas, a estrutura pode utilizar outros nucleotideos além do especificado para manter a
estabilidade da molécula. Por exemplo o miRNA hsa-miR-98-5p, que na Tabela 5 esta
especificado para interagir com a sequéncia entre os nucleotideos “660-667”’, mas na estrutura
3D interage com dois nucleotideos dentro da sequéncia e outros trés fora da sequéncia
especificada. Esse caso acontece em quase todos os miRNAs citados que interagem com

BACE1-AS e ocorre para que a interacdo seja a mais estavel possivel.

Todos os MiRNAs interagiram com BACE1-AS, porém, ao analisar os locais de
interacdes, alguns possuem apenas um par de base interagindo, como por exemplo: hsa-mir-
1303 e hsa-let-7c-5p. Dificilmente haveria apenas um pareamento entre INCRNA e miRNA,
mesmo em caso de ceRNAs, e, devido a isso, hd poucas possibilidades de ambos miRNAs
interagirem de forma estavel com BACE1-AS.

Outros miRNAs com duas ou mais bases interagindo, podem interagir com INncRNA,

dependendo de seu valor de energia livre minima. Todos os miRNAs possuem interagdes com
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valor MFE consideravelmente baixo, o que pode levar a interacdes estaveis, excluindo os
mMIiRNA hsa-mir-1303 e hsa-let-7c-5p, que possuem apenas uma base interagindo, sendo

biologicamente incomum.

Cada miRNA esta em posicdes diferentes baseado na conformacéo de sua estrutura 3D
e também nos nucleotideos que estdo interagindo com a estrutura 3D de BACE1-AS. Alguns
miRNAs ndo interagem totalmente com as sequéncias especificadas, como mencionado
anteriormente, e interagem com outros nucleotideos além do especificado. Esse fator também
altera as posicOes das estruturas 3D dos miRNAs. Por esse motivo, € possivel notar que alguns
miRNAs estdo em uma distancia consideravel da sequéncia colorida. Por exemplo, 0 miRNA
hsa-mir-382-5p, que esta distante da sequéncia especificada devido a interacdo com outros

nucleotideos além do especificado.

Outro exemplo de distancia entre INCRNA e miRNA é o miRNA hsa-mir-301b-3p, que
baseado em seu valor RMSD, é o miRNA que esta mais distante da estrutura de BACE1-AS.
O miRNA estd a uma distancia consideravel da estrutura, onde apenas suas sequéncias 5’ ¢ 3’

estdo mais préximas na interacdo com a sequéncia 449-470.

O miRNA hsa-mir-1303 também é outro exemplo de miRNA distante, pois seu valor
RMSD ¢é o segundo maior das predi¢cbes. Sua interacdo com a sequéncia “633-640" ¢é
notavelmente distante, e sua interacdo com apenas dois nucleotideos, torna uma interacdo

menos estavel.

Na Figura 31 estdo as estruturas 3D dos miRNAs, modeladas pela ferramenta
HNADOCK (He et al., 2019), durante a predicédo de interacdes de BACE1-AS com 0s miRNAs.
E possivel observar na figura as estruturas 3D dos miRNAS representadas na coloragéo
magenta, enquanto as sequéncias de interacdo especificada na Tabela 5, estdo na mesma
coloracdo que as figuras da estrutura secundaria (Figura 25) e da estrutura terciaria (Figura 26)
de BACEL-AS.
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Figura 31 - Estruturas 3D dos miRNA interagindo com BACE1-AS. A figura mostra as estruturas 3D de cada
miRNA que pode interagir com BACE1-AS e BACEL1, especificadas no projeto. Alguns miRNAs interagem no
mesmo local, porém sua disposicéo é diferente devido a sua sequéncia e interagdo com BACE1-AS. As estruturas
3D em magenta representam 0s miRNAs e os locais de interacdo foram coloridos conforme a Figura 26 (Locais
de interagdo na estrutura 3D de BACE1-AS).
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Fonte: Elaborado pelo am)r, 2022.
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4.14. INTERACOES DA ESTRUTURA 3D DE 51A COM MIRNAS.

Diferentemente de BACE1-AS, apenas 2 miRNAs foram relacionados como moléculas
que interagem com 0 INCRNA 51A e com 0 mRNA SORL1. Esses miRNAs sdo identificados
como hsa-mir-3941 e hsa-mir-8485. E assim como no caso de BACE1-AS, também foram

realizadas analises dessas intera¢fes na estrutura terciaria de 51A.

Utilizando a ferramenta HNADOCK (He et al., 2019), foram realizadas as interacdes a
partir da estrutura terciaria de 51A. Na Tabela 10, é possivel observar as identificagdes dos
miRNAs que interagem com 51A e SORL1, a energia livre minima das interagdes, o valor
RMSD das interacdes e os locais onde podem ser encontrados os nucleotideos de interacéo
entre os dois RNAs. Os locais de interacdo foram verificados por meio da ferramenta Pymol
(Schrodinger e Delano, 2020).

Tabela 10 - Interagdes das estruturas 3D de 51A e miRNAs. A tabela apresenta a interacdo das estruturas 3D
dos miRNAs com a estrutura 3D de 51A. Estdo especificadas as identificacbes dos miRNAs na primeira coluna.
Na segunda coluna esta o valor de energia livre minima (MFE) da interacdo do miRNA especificado com a
estrutura de 51A, quanto menor o valor, maior a estabilidade da interagdo. Na terceira coluna esta especificado o
RMSD, medida de distancia média entre o InNcRNA e o miRNA, que, quanto menor o valor, melhor a interacéo.

Na quarta coluna estéo especificadas as bases que interagem entre 0 INCRNA e miRNA, sendo a base a esquerda
do traco correspondente a 51A, e a direita do traco, correspondendo ao miRNA.

miRNA MFE (kcal/mol) | RMSD ligante Locais de interagéo
A)
hsa-mir-3941 / 52-59 -210.76 126.66 G13-A5; G17-A5; A49-C6; G48-C6; G17-

C6; C18-A7; G48-A7

hsa-mir-3941 / 69-75 -198.25 124.95 C18-Ul; G17-U1; A49-Al4; G48-Al4;
G48-G15; G17-G15; A14-G15; A14-G16;
A15-G16; A14-Al7; G51-A20; C80-A22

hsa-mir-8485 / 53-59 -276.89 37.84 C260-C5; A257-C7; A261-A8; G266-AS;
C260-C9; U259-C11

hsa-mir-8485 / 69-96 -283.80 374.45 A91-A2; A91-C3; A91-A4; U92-A4; U92-
A4; U93-A10; A90-A10; G4-C17,; C80-
A20; C106-U21

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Analisando as interacdes, podemos verificar que, os nucleotideos de interacdo néo
compdem a sequéncia especificada conforme a Tabela 6, onde estdo especificadas as sequéncias
de interacdo. Como resultado, é possivel que ndo haja interacdes nas sequéncias previstas pelas
ferramentas de predicao de interacdo de miRNAs com sequéncias primarias.

Grande parte das interagcdes com a estrutura 3D de 51A sdo formadas por interages ndo

candnicas, isto €, ndo seguem os padrdes de pareamento Watson-Crick. Isso ocorre devido a
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necessidade de manter a estabilidade entre a estrutura 3D do miRNA e do IncRNA. Como
comentado anteriormente, a estrutura 3D pode interagir de diversas maneiras com outras
moléculas, muitas vezes ndo seguindo os padrdes WC.

Um exemplo de pareamentos ndo candnicos nos miRNAs é o0 miRNA hsa-mir-3941,
entre a sequéncia 52-59, onde apenas ocorre um pareamento WC nas bases G17-C6, enquanto
o0s outros locais interagem para manter a estabilidade dessa interagdo. O mesmo ocorre quando
0 mesmo miRNA interage com a sequéncia 69-75, onde ha apenas pareamento WC nos
nucleotideos G17-U1, enquanto as outras interacdes agem para manter a estabilidade.

Na Figura 32 estdo as estruturas 3D dos miRNAs, modeladas pela ferramenta
HNADOCK (He et al., 2019), geradas pela predicao de interaces de 51A com 0s miRNAs. A
estruturas 3D dos miRNAS estéo representadas na coloragdo magenta, enquanto as sequéncias
de interacdo especificadas na Tabela 7, estdo na mesma coloracdo que as figuras da estrutura
secundaria (Figura 27) e da estrutura terciaria (Figura 28) de 51A.

Analisando as interacdes presentes nas figuras, pode-se notar que 0s miRNAs (em
magenta) estdo ha uma distancia consideravel das sequéncias especificadas (azul e vermelho),
que foram previstas pelas ferramentas. Isso demonstra que esses locais ndo séo locais para
interacdes estaveis entre 0s miRNAs previstos e o IncRNA 51A. Outros locais, como 0s
mostrados na Figura 32, sdo locais onde esses miRNAs podem interagir com maior estabilidade.
Esses foram locais encontrados pela ferramenta HNADOCK (He et al., 2019), onde as
interagBes possuem o menor valor de energia livre minima, que demonstra estabilidade e maior

probabilidade de essa interacao ocorrer.
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Figura 32 - Estruturas 3D dos miRNA interagindo com 51A. A figura mostra as estruturas 3D de cada miRNA
que pode interagir com 51A e SORL1, especificadas no projeto. Alguns miRNAs interagem no mesmo local,
porém sua disposicdo é diferente devido a sua sequéncia e interagdo com BACEL-AS. As estruturas 3D em
magenta representam 0s miRNAs e os locais de interacdo foram coloridos conforme a Figura 28 (Locais de
interacdo na estrutura 3D de 51A).

ARRAVY Lt

hsa-miR-8485

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

4.15. INTERACOES DA ESTRUTURA 3D DE 17A COM MIRNAS.

O 17A é o ultimo IncRNA do projeto que pode ter mecanismo ceRNA, visto que, 0
INcRNA NDM29 nédo possui mecanismo ceRNA baseado nas interagdes com a sequéncia
prevista nos resultados anteriores.

Nos resultados baseados na sequéncia de 17A, encontramos apenas 1 miRNA que

interage com esse INCRNA e seu mRNA alvo. O miRNA em questdo é o hsa-mir-4531. Esse
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miRNA interage em dois locais diferentes na sequéncia primaria. Ambos locais foram
utilizados para anélise da interacdo na estrutura 3D modelada para 17A.

As sequéncias previstas para interacdo de 17A com hsa-mir-4531 estdo presentes entre
os nucleotideos “127-133” e “147-153”. Na Tabela 11, é possivel observar as caracteristicas
das interacOes na estrutura 3D de 17A, realizadas pela ferramenta HNADOCK (He et al., 2019).
Assim como, a energia livre minima das interagdes, o valor RMSD e os nucleotideos de
interacdo de ambos os locais da interacdo do miRNA.

Tabela 11 - Interacgdes das estruturas 3D de 17A e miRNAs. A tabela apresenta a interagdo das estruturas 3D
dos miRNAs com a estrutura 3D de 17A. Estdo especificadas as identificacbes dos miRNAS na primeira coluna.
Na segunda coluna esta o valor de energia livre minima (MFE) da interacdo do miRNA especificado com a
estrutura de 17A, quanto menor o valor, maior a estabilidade da interagéo. Na terceira coluna esta especificado o
RMSD, medida de distancia média entre o InNcRNA e o miRNA, que, quanto menor o valor, melhor a interacéo.
Na quarta coluna estéo especificadas as bases que interagem entre o INCRNA e miRNA, sendo a base a esquerda
do traco correspondente a 17A, e a direita do traco, correspondendo ao miRNA

miRNA MFE RMSD ligante Locais de interagéo
(kcal/mol) (A)
hsa-mir-4531 127-133 -183.52 235.76 U124-Al; U102-G3; U2-U15; C1-U15; C1-

G16; A100-Al16; G101-Al17; A100-U15

hsa-mir-4531 147-153 -235.77 200.64 Al141-G3; G146-A5; G146-G6; U147-G6;

C150-G10; C150-C11; C151-C11; G146-U12;

U145-U13; C144-C14; C142-C14; A143-U15;
Al41-Al17; U139-A17

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Assim como no caso do IncRNA 51A, diversas interacdes presentes na estrutura 3D de
17A ndo seguem os padrdes canbnicos Watson-Crick. Na interacdo de hsa-mir-4531 prevista
para a primeira sequéncia (127-133), apenas “U124-A1”, “U102-G3”, “C1-G16” ¢ “A100-
U15” seguem os pareamentos WC. Enquanto as restantes ndo seguem os pareamentos WC. As
interacdes adicionais ocorrem para manter a estabilidade dos pareamentos ocasionados.

Na segunda sequéncia prevista (147-153) existem maior quantidade de interacbes que
na primeira sequéncia prevista. Além da quantidade maior de interacdes, a energia livre minima
e o valor RMSD sdo menores que os valores da primeira sequéncia. A diferenca de valor de
energia livre minima da segunda interacéo para a primeira interagdo é cerca de -52 kcal/mol.

Os nucleotideos de interacdo da segunda sequéncia estdo maior quantidade, resultando
em 14 interaces, e a interacdo ocorre em grande parte dentro da sequéncia prevista. Apenas 5
das 14 interacbes seguem pareamentos canonicos. Isso demonstra que as interacbes ndo
candnicas viabilizam a interacdo desse miRNA com 17A de forma estvel. Dessa forma, esse

local é melhor local para interagdo do miRNA hsa-mir-4531.
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Na Figura 33, pode-se observar as interacdes do miRNA em locais distintos na estrutura
3D de 17A. No local da interagdo com a sequéncia “127-133”, o miRNA estd a uma distancia
consideravel da sequéncia prevista, demonstrando que hé& necessidade de interagir com outros
nucleotideos para manter a estabilidade da interacdo. Ja na sequéncia “147-153”, a intera¢do
ocorre diretamente na sequéncia prevista, demonstrando que ha grande probabilidade de ocorrer
pareamentos estaveis nessa sequéncia. Vale ressaltar que a segunda sequéncia prevista esta ao
final da sequéncia do miRNA, onde ndo ha nenhum elemento estrutural formado, apenas uma

fita Unica sem pareamento.

Figura 33 - Estruturas 3D dos miRNA interagindo com 17A. A figura mostra as estruturas 3D de cada miRNA
que pode interagir com 17A e GABAB, especificadas no projeto. Alguns miRNAs interagem no mesmo local,
porém sua disposicao é diferente devido a sua sequéncia interacdo com BACEL-AS. As estruturas 3D em magenta
representam os miRNAs e os locais de interacdo foram coloridos conforme a Figura 30 (Locais de interagdo na
estrutura 3D de 17A).

127-133

147-153

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

5.  DISCUSSAO

Atualmente, a doenca de Alzheimer (DA) segue sendo uma doenga prevalente em
pessoas com mais de 60 anos, e devido a isso, ha uma enorme busca de terapias que auxiliem

no retardamento e/ou na cura da doenga. Em junho de 2021, houve a aprovagdo de um novo
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medicamento, 0 Aducanumab. Esse é o primeiro medicamento aprovado para DA em quase
duas décadas, o que acabou levando a grandes discussdes e ao levantamento de controvérsias
por pesquisadores da area, havendo um grande debate sobre sua eficacia.

O medicamento Aducanumab é o primeiro que atua em uma das principais vias
patogénicas da DA, a via amiloidogénica, ou cascata amiloide, tendo como alvo a proteina
BACEL (beta-amiloide). Essa patogénese é um dos alvos deste projeto, sendo que todos 0s
IncRNAs estudados contribuem, diretamente ou indiretamente, para a producdo do componente

final dessa patogénese, o peptideo neurotoxico AP.

Os IncRNAs citados mostraram papéis cruciais na progressao da DA, o que pode levar
a descobertas de novas patogéneses resultantes da presenca desse INCRNAs nos cérebros de
pacientes com DA, e ndo apenas contribuindo para outras patogéneses conhecidas. Para se
compreender o papel exato dessas moléculas, é necessario o conhecimento de todas as suas
estruturas e possiveis interacdes com outras moléculas. Os IncRNAs interagem com mRNAs
gue possuem as mesmas sequéncias, e proteinas codificadas por esses mMRNAs. Mas, um
conhecimento completo das estruturas dos INCRNAs podem levantar novas questdes e a
descoberta de novas interagdes com outras moléculas, que podem ou ndo, contribuir na

compresséo total do funcionamento desses INCRNAs e seu impacto real na DA.

Na dltima década, foi demonstrado que o perfil desregulado de IncRNAs esta
amplamente envolvido na patogénese de muitas doencas, incluindo céancer, disturbios
metabolicos e doencas cardiovasculares. Os INcRNAs desempenham um papel importante no
crescimento de tumores, metastase e muitos INCRNAs tém se mostrado potenciais

biomarcadores, alvos para o diagndéstico e tratamento de canceres (Chi et al., 2019).

O objetivo inicial do projeto foi modelar as estruturas secundarias e terciarias dos
IncRNAs relacionados com a DA. A obtencédo dessas estruturas auxilia no entendimento e na
compreensdo do mecanismo de funcionamento dessas moléculas, qual seu papel crucial na DA,

suas interagdes com outras moléculas e possiveis inibidores.

A predigdo das estruturas secundarias foi o primeiro passo, 0 conhecimento da estrutura
secundaria é essencial para compreender a relacdo entre estrutura e funcgéo. Identificar as
estruturas pode contribuir para a compreensdo das atividades do RNA no processo biologico
envolvido. A predicdo da estrutura secundaria de RNA desempenha um papel significativo na
busca por estruturas de RNA biologicamente importantes na riqueza de dados de sequéncia

gendmica produzidos atualmente (Gorodkin et al., 2010).
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Utilizando métodos computacionais especificos para predicdo da estrutura secundaria
por meio da ferramenta Mfold, foi possivel obter as estruturas secundarias dos INCRNAs.
Devido a utilizacdo de uma ferramenta computacional para a obtencdo dessas estruturas, o

método de escolha a partir da energia livre minima foi empregado em cada estrutura.

A quantidade de métodos computacionais para modelagem de RNAs e suas interacoes
é grande, o que facilita os estudos dessas moléculas sem um grande custo e gasto de tempo. Os
métodos de predicédo de estruturas de RNA continuam se aprimorando e cada vez mais tornando
as estruturas geradas mais precisas apenas com a sequéncia primaria de RNA. Por esses
motivos, os IncRNAs com relagdo a DA foram modelados por meio de ferramentas
computacionais, devido a sua facilidade de manuseio, respostas rapidas e uma gama de

resultados para serem analisados

Os RNAs sdo compostos, em grande parte, por motivos. Pode-se encontrar diversas
categorias de motivos em estruturas secundarias de RNA. Os mais conhecidos sdo 0s motivos
grampo (hairpin), composto por uma haste e uma alca terminal, e também os loops internos,
compostos por duas fitas sem pareamento, formando uma alca. Esses motivos estruturais
compreendem a estrutura secundaria do RNA sendo unidos por interacfes terciarias em uma

estrutura tridimensional.

O IncRNA BACE1-AS foi o primeiro RNA previsto por meios computacionais no
projeto, resultando em 27 estruturas diferentes para uma Unica sequéncia primaria. Analisando
as estruturas disponiveis, pode-se notar que a sequéncia primaria desse IncRNA pode formar
diferentes conformacdes estruturais, porém, apenas uma foi selecionada para representar esse
InNcRNA e para ser utilizada como estrutura secundaria de BACE1-AS. O IncRNA pode néo ter
apenas uma conformacéo, mas as diferencas dependem do ambiente em que essa molécula se
encontra. A estrutura secundaria de BACE1-AS segue as regras da termodinamica e foi prevista
em uma simulacéo de ambiente a 37°C, sendo essa temperatura, a temperatura normal do corpo

humano.

Na estrutura secundaria de BACE1-AS podem ser encontradas diversos elementos
secundarios, a estrutura tem em sua conformacdo 61 hélices, 31 loops internos, 12 bulge loops,
12 grampos (hairpins), 8 multi-loops e 1 loop externo. Dentre todos os elementos secundarios,
0s grampos podem ser as estruturas mais atrativas para pareamentos de outras moléculas com
0 BACE1-AS. Como existe o total de 12 grampos, a quantidade e diversidade de pareamentos

pode ser grande, podendo interagir com diferentes moléculas ou com mais de uma molécula
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simultaneamente. A quantidade de algas internas também é grande na estrutura secundaria de
BACE1-AS, um total de 31 loops internos e 12 bulge loops, onde podem haver pareamentos de
diferentes classes de RNAs, formando estruturas de fita dupla entre uma fita INCRNA e uma fita

de RNA ligante, ou uma estrutura triplex com trés fitas de nucleotideos dos RNAs.

Uma representacdo da estrutura secundaria do INcRNA BACE1-AS pode ser encontrada
no trabalho publicado em 2019 por Ashraf e colaboradores. Neste estudo, a pesquisa é voltada
a importancia dos residuos formadores de f-turns mais conhecidos entre a proteina BACEL e
outras citadas, como um fator potencialmente crucial na regulacdo do dobramento, agregacao e
outras interagGes intermoleculares. O estudo ndo é especifico para a predi¢do da estrutura de
BACEL-AS. Dessa forma, até 0 momento ndo ha publicacdo de estudos ou dep6sito em banco

de dados das estruturas secundaria e terciaria de BACE1-AS.

O IncRNA 51A foi a segunda molécula prevista por métodos computacionais, sendo a
segunda menor sequéncia do projeto, resultou em apenas nove estruturas secundarias diferentes.
A estrutura secundaria do 51A nao foi encontrada em nenhum estudo publicado e em nenhum
banco de dados de RNAs, diferente de BACE1-AS que pode ser encontrada em apenas um

estudo.

Na estrutura secundaria selecionada para o 51A, como menor energia livre minima,
entre as nove disponiveis como resultado da ferramenta Mfold, podem ser encontrados quatro
grampos. Os grampos disponiveis podem ser motivos de ligacGes para outras moléculas, como
o pre-mRNA do gene SORL1, alvo de 51A, ou miRNAs que possam silenciar esse INCRNA.

Além disso, ainda existem 10 loops interno e 4 bulges loops presentes entre nas hélices
formadas na estrutura de 51A, onde podem ocorrer interacdes com outras moléculas. Vale a
pena ressaltar que a estrutura também possui um local de fita Gnica, formada pelos nucleotideos
“254 — 2727, compondo o final da estrutura da molécula. Esse local pode possuir o papel de

motivo para outras moléculas, como o pré-mRNA de SORL1.

O IncRNA 17A foi a terceira molécula prevista por métodos computacionais, essa € a
molécula que possui a menor sequéncia do projeto. Se discute se 17A pode ser considerado um
INcRNA devido a sua sequéncia, que possui menos de 200 nucleotideos, sendo menor que o
minimo previsto para um INncRNA. Porém, como ¢ um ncRNA que participa na regulacéo de
outras moléculas de RNA, sendo transcrito pela RNA polimerase Ill, é considerado um

InNcRNA, assim como outros produzidos pela mesma polimerase.
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O 17A é um dos IncRNAs menos compreendidos dentre a maioria que possui relacao
com DA. Até o momento, existem poucas publicacbes que pesquisem o real mecanismo desse
IncRNA e ainda menos pesquisas relacionadas com organismos vivos. N& ha nenhuma
publicacdo de estudo ou deposito em banco de dados que possua alguma representacdo da
estrutura do INcRNA 17A. Muito disso é devido ao fato que esse INCRNA € considerado recente
e ndo possui a mesma atencdo que BACEL-AS e 51A, sendo esses INcCRNAs bem mais
compreendidos e ilustrados na bibliografia.

A estrutura com menor energia livre minima, considerada a ideal para representacao
INcRNA 17A, foi selecionada a partir de 11 estruturas resultantes da ferramenta Mfold. Nessa
estrutura séo encontrados trés grampos, os grampos podem ser motivos de ligagdes com outras
moléculas, por exemplo, o pré-mRNA do gene GABAB2, alvo do 17A. Dois desses grampos
possuem a mesma quantidade de nucleotideos, os mesmos nucleotideos, mas com disposi¢des
diferentes. Podem ser encontrados na sequéncia “38-45” e “73-80”, com suas respectivas
sequéncias “UGGAUACA” E “CAAGAUGU”. Os grampos citados podem ser motivos

especificos de moléculas por possuir sequéncias semelhantes.

O IncRNA NDM29 possui a segunda maior sequéncia do projeto, devido a seu
comprimento, a ferramenta computacional resultou dezenove estruturas diferentes para analise.
Novamente, a estrutura com menor energia livre minima foi selecionada. O NDM29, assim
como 0 17A, é considerado novo e existem poucas publicacdes relacionadas com a DA. Porém,
0 NDM29 também possui uma funcdo em neuroblastomas, demonstrando que esse INCRNA

possui mais de um papel além de impulsionar a produgdo de peptideos Ap.

O NDM29 restringe o desenvolvimento de neuroblastomas, promovendo a
diferenciacdo celular e a reducdo de células iniciadoras de tumor na populacéo de células de
neuroblastomas. Notavelmente, a superexpressdo de NDMZ29 também confere as células
malignas de neuroblastoma, uma suscetibilidade imprevista aos efeitos dos medicamentos

antiblasticos usados na terapia (Castelnuovo et al., 2010).

Até 0 momento, ndo ha nenhuma publicacdo que possua uma representacao da estrutura
secundaria do IncRNA NDM29. Analisando a estrutura selecionada para representacdo nesse
projeto, essa estrutura apresenta 4 grampos em sua conformacgdo, que podem ser possiveis
motivos de pareamentos de diversas moléculas. Como citado anteriormente, 0 NDM29 possui
mais de um papel no organismo, por esse motivo, é provavel que mais de um tipo de molécula

interaja com a estrutura desse INCRNA.
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Outro elemento notavel na estrutura secundaria de NDM29, é um loop interno grande
que possui 18 nucleotideos em um lado da fita sem pareamento. Esse elemento estrutural é
encontrado entre os nucleotideos “175 — 193” e pode ser um motivo de pareamento na estrutura.
Além do loop interno, existe uma fita Gnica ao final da sequéncia da estrutura, assim como o
17A e o 51A, porém, como um comprimento menor. Essa fita simples pode ser considerada

também um motivo de pareamento com outras moléculas.

A obtencdo das estruturas secundarias dos InCRNAs mostram as possibilidades de
dobras que uma sequéncia primaria pode tomar, essas dobras formam motivos que podem ter o
papel de interagir com outras moléculas, fazendo com o que os INCRNAs exercam sua funcdo
reguladora. Porém, apenas com a estrutura secundaria ndo é possivel analisar as possiveis
interacdes que um INcRNA pode realizar, € necessario o conhecimento e obtencédo da estrutura

terciaria para possibilitar a analise dos pareamentos que o IncCRNA pode realizar.

A estrutura terciaria é o conjunto completo de coordenadas tridimensionais de todos o0s
atomos da estrutura do RNA. A estrutura terciaria é crucial para observar a formacgédo de uma
infinidade de motivos terciarios, como pseudoknots, empilhamento de hélices, emparelhamento
de multiplas bases e interacdes loop-loop, que determina a forma molecular no espaco fisico.
Dessa forma, as estruturas 3D de RNAs séo essenciais para a compreenséo de suas diversas e

importantes funcdes biologicas.

Devido a importancia da estrutura 3D para o conhecimento das fungdes moleculares, o
objetivo deste projeto foi também modelar as estruturas 3D dos INcRNAs relacionados a DA.
Essas estruturas demonstram como cada IncCRNA possui uma estrutura 3D especifica para

interacdes com outras moléculas, por exemplo miRNAs.

A primeira estrutura terciaria modelada foi a estrutura do IncRNA BACE1-AS, assim
como foi com a estrutura secundaria. At¢ o momento, ndo houve nenhuma publicacdo
relacionada a estrutura terciaria de BACE1-AS. A estrutura 3D foi modelada baseada na
estrutura secundaria prevista para essa molécula, dessa forma, todos os elementos secundarios

e motivos estdo presentes na estrutura 3D.

A estrutura terciaria de BACE1-AS é a mais complexa de todas modeladas neste projeto,
devido a sua quantidade de elementos e comprimento da sequéncia primaria. A estrutura 3D de
BACE1-AS pode contribuir na descoberta de novas interacées que acontecem no IncRNA. A

andlise das interacOes pode elucidar os mecanismos da estrutura relacionados ao BACE1-AS e
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a DA. Além disso, a estrutura pode contribuir na descoberta de novos papéis que BACE1-AS

pode possuir além de sua relagcdo com a DA.

O IncRNA BACEL1-AS possui outro papel além de atuar na DA. O BACE1-AS é
significativamente superexpresso no cancer de figado, sugerindo seu papel tumorigénico (Nie
et al., 2020). Esse caso demonstra que a estrutura dessa molécula pode possuir diferentes
mecanismos e interacGes, e também pode demonstrar que BACEL-AS possui diferentes

estruturas terciarias baseadas no meio gque se encontra e na funcdo que desempenha.

A segunda estrutura modelada foi a estrutura do IncRNA 51A. Assim como no caso de
BACEL-AS, o 51A ndo possui estrutura terciaria presente em nenhum estudo publicado até o
momento. A estrutura 3D de 51A foi modelada a partir da estrutura secundaria prevista
anteriormente, os mesmos motivos e elementos secundarios estdo presentes na estrutura
terciaria do IncRNA 51A.

A estrutura do 51A é menos complexa devido ao seu menor comprimento e quantidade
de motivos. Os motivos encontrados nessa estrutura S0 poucos, o que pode acabar limitando
as possibilidades de interagcGes com outras moléculas com a estrutura terciaria. Esse fato pode
demonstrar que 51A tenha poucos mecanismos ou apenas tenha seu papel especifico na DA.
Até 0o momento, ndo existe nenhuma publicacdo de estudo que mostre papéis de 51A com outras

doencas além da DA.

Analisando a estrutura terciaria de 51A, ndo existem motivos especificos de estruturas
terciarias no 51A. Dessa forma, o 51A apenas possui motivos especificos de pareamentos
pertencentes a estrutura secundaria, esses motivos podem ser localizados na estrutura terciaria
e utilizados como possiveis locais de interagdes com outras moléculas, como 0os miRNAs

presentes nos resultados.

A estrutura terciaria do IncRNA 17A foi a terceira estrutura a ser modelada no projeto,
e como comentado anteriormente, possui a menor sequéncia primaria, o que determina que sua
estrutura terciaria seja bem menos complexa. Até 0 momento, ndo ha nenhum estudo publicado

gue tenha modelado ou previsto as estruturas secundarias e terciarias do INcCRNA 17A.

As dobras da estrutura baseadas no comprimento da sequéncia ndo formaram muitos
elementos secundarios e motivos especificos. Como exposto, a estrutura secundaria do 17A
possui trés grampos em sua conformacéo, dois desses grampos possuem sequéncias parecidas

em suas algas terminais, esses grampos também estdo presentes e visiveis na estrutura terciaria
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do IncRNA. Os dois grampos podem ser considerados motivos para interaces de uma molécula
ou moléculas semelhantes por possuir uma alga com sequéncias compostas com 0S mesmos

nucleotideos.

Os dois grampos podem ter relacédo direta com o pré-mRNA de GABAB2, podendo esse
pré-mRNA se parear em dois locais diferentes na estrutura de 17A, assim, aumentando a
efetividade desse INCRNA em alterar o processamento do mMRNA de GABAB?2, gerando uma
variante B. Ndo existem comprovac0es, até 0 momento, demonstrando a relacdo de 17A com
outras doencas aléem de DA. Devido a isso, 0 InCRNA pode possuir uma estrutura terciaria
especifica para pareamento com o pré-mRNA de GABAB2, sem afetar outras moléculas que
nédo possuem relagdo com gene GABAB2.

A estrutura terciaria do INcRNA NDM29 foi a quarta estrutura a ser modelada no projeto
e possui a segunda maior sequéncia. Devido ao comprimento, as dobras da sequéncia formam
diversos elementos secundarios e motivos. Na estrutura existem quatro grampos que podem ser
motivos, dois deles estdo lado a lado na estrutura secundaria, porém, na estrutura terciaria nao
estdo proximos um ao outro. Existe um espaco entre 0s dois grampos que pode servir como um
local de interacdo de uma proteina ou RNAs com grande comprimento. Além dos grampos,

existem alguns elementos estruturais grandes que podem ser motivos de interacao.

O IncRNA NDM29 possui mais de uma funcdo, participando em duas doencas
diferentes, o neuroblastoma e a doenca de Alzheimer. O IncRNA atua contra a formacéo de
neuroblastomas e também aumenta a quantidade de peptideos AP nos neuronios, causando a
DA. Dessa forma, é possivel que a estrutura terciaria do INcRNA NDM29 tenha diferentes

conformac0@es baseadas na funcao que essa molécula ira desempenhar.

A estrutura terciaria modelada neste projeto pode contribuir na compreensdo do
mecanismo do IncRNA NDM29 em ambas as doencas. Também ha a possibilidade de apenas
uma estrutura terciaria regular ambas doencas por meio de seus elementos estruturais. Sendo
que, as duas superexpressdes de NDM29, que causam alteracdes no organismo, ocorrem em
diferentes idades. A expressdo nos neuroblastomas surge, em maioria, na infancia e
adolescéncia, e a expressao na DA ocorre em idade mais avancada (Castelnuovo et al., 2010).
Devido as ocorréncias em diferentes idades, a estrutura terciaria pode ser mantida, porém, com

motivos diferentes sendo utilizados.

A andlise da estrutura de RNA pode auxiliar na descoberta de mecanismos e interacoes

com outras moléculas. Baseado nessa ideia, buscou-se a interacdo de miRNAs com o0s INCRNAs
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relacionados com a DA e com os mMRNAs alvos, para investigar a possibilidade de um papel de
ceRNAs para 0s IncRNAs. A desregulacdo do miRNA est& envolvida em diferentes doencas
neurodegenerativas, como DA e doenca de Parkinson, bem como em disturbios psiquiatricos
(Esteller, 2011).

Nos Ultimos anos, a hipotese do ceRNAs foi validada por varios experimentos. Até
agora, os mecanismos de ceRNAs foram estudados principalmente no campo da pesquisa do
cancer (Karreth et al., 2015). Foi relatado que apenas um pequeno nuamero de interacfes de
ceRNAs esta associado a distdrbios neurodegenerativos. Recentemente, comecou-se a explorar
0 mecanismo regulador do ceRNA para doengas neurodegenerativas especificas de uma
maneira sistematica (Ma et al., 2020).

Uma série de miRNAs, nomeados, miR-200a-3p, miR-195, miR-338-5p, miR-34a-5p,
miR-125b-5p, miR-132, miR-384, miR-339-5p, miR-135b, miR-425-5p, e miR-339-5p, foram
demonstrados como componentes presentes no desenvolvimento da DA por meio da interacao
com BACEL (Samadian et al., 2021). Hebert e colaboradores (2008) relataram a regulacao
negativa de miR-9 no cértex da DA em comparacdo com o cértex de controle da mesma idade,
além disso, as proteinas BACE1 e PSEN1 foram ambas identificadas como alvos potenciais de
miR-9.

BACE1-AS atua como um RNA endogeno competidor (ceRNA), compartilhando
elementos de resposta de miRNA com BACEL, incluindo miR-29, miR-107, miR-124, miR-
485 e miR-761 (Zeng et al., 2019). Foi demonstrado que BACE1-AS também sequestra 0
miRNA miR-214-3p e altera a homeostase da autofagia (He et al., 2020). Além disso, BACE1-
AS é um ceRNA para miR-132-3p, regulado negativamente em pacientes com DA e
demonstrou fornecer protecdo neuronal por meio da modulagdo de mRNAs alvo (Ge et al.,
2020).

Considerando o fato que BACE1-AS e 0 mRNA de BACE1 possuem interacOes diretas
com miRNAs, e que BACE1-AS sequestra miRNAs que interagem com BACE1, modificando
sua regulacéo, ha possibilidade de 51A, 17A e NDM29 possuirem também papeis de ceRNAs.
Além disso, os resultados podem propor miRNAs que possam silenciar 0s INCRNAs

relacionados com a DA.

Os resultados de nosso estudo mostraram que BACE1-AS e BACEL sdo afetados por
17 miRNAs diferentes, esses miRNAs podendo ser sequestrados por BACE1-AS, impedindo a
regulacdo de BACEL por esse miRNAs. Os miRNAs hsa-let-7b-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-let-7e-
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5p, hsa-let-7g-5p e hsa-let-7i-5p foram identificados primeiramente por Lagos-Quintana e
colaboradores (2001). Esses miRNAs interagem com a mesma sequéncia de BACE1-AS,
notavelmente, onde existe um grampo, podendo ser um motivo especifico para interacdo de
outras moléculas. Até o0 momento, ndo existe bibliografia que mostre a relacdo desses miRNAs

com BACE1-AS e BACEL, sendo assim, a interacdo entre essas moléculas € algo novo.

A andlise da interacdo das estruturas 3D de BACE1-AS com os miRNAs hsa-let-7b-5p,
hsa-let-7c-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-let-7g-5p e hsa-let-7i-5p foi confirmada por meio da
ferramenta HNADOCK (He et al., 2019), ferramenta utilizada para predicao de interacdes de
estruturas de RNAs. A interacdo com o miRNA hsa-let-7b-5p possui -169.68 kcal/mol e
interage com 3 nucleotideos, porém nao houve interagdo com a sequéncia especificada “660-
667", demonstrando que esse miRNA pode ndo interagir nesse local na estrutura. A interacao
de hsa-let-7c-5p possui -205.25 kcal/mol e possui interagdo com apenas um nucleotideo, sua
energia € menor que do miRNA anterior, porém a interacdo com apenas um nucleotideo deixa
a interacdo improvavel de ser estavel. A interacdo de hsa-let-7e-5p possui -199.94 kcal/mol e 5
nucleotideos interagindo, sendo 3 pertencentes a sequéncia especificada, essa interacdo é
estavel devido a energia baixa e estabilidade de pareamentos com os nucleotideos. A interacdo
de hsa-let-7g-5p possui -233.59 kcal/mol e 3 nucleotideos interagindo, nenhum pertencendo a
sequéncia especificada, além disso, possui uma das menores energias e bons pareamentos, essa
interacdo pode ocorrer e ser estavel. O miRNA hsa-let-7i-5p tém interacdo de -183.64 kcal/mol
e 2 nucleotideos interagindo, essa energia € uma das mais altas e apenas 2 nucleotideos
interagindo demonstra que essa interacdo pode ndo ocorrer, e caso ocorra, nao é estavel o

suficiente para manter a interagéo.

O miRNA hsa-miR-1226-3p interage com BACE1-AS em um local onde ha um loop
interno. Considerando que apenas esse mMiRNA interage com esse local de BACEL-AS, hé a
possibilidade que os elementos estruturais desse local ndo sejam motivos especificos. Ndo ha
estudos publicados que citam a interacdo de hsa-miR-1226-3p, BACEL e BACE1-AS, porém,
o miRNA pode ter tem um papel na regulagdo de peptideos AP por atuar sobre a proteina
Nicastrin, uma subunidade da gama-secretase (Delay et al., 2014).

A interacdo da estrutura de hsa-mir-1226-3p com a estrutura de BACE1-AS possui -
231.49 kcal/mol, um dos menores valores de energia livre minima, demonstrando que essa
interacdo é estavel. Referente aos nucleotideos, 4 nucleotideos interagem com a estrutura de

BACE1-AS, que também pode ser estavel, porém, nenhum desses nucleotideos interagem com
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a sequéncia “229-236” especificada durante a predi¢ao da interagdo. Devido a isso, a estrutura
do miRNA pode ndo interagir com essa sequéncia e para uma interacdo mais estavel, esse
miRNA deve interagir em outros locais.

O miRNA hsa-130a-3p interage com BACE1-AS em um local onde ha hélices formadas
e loops internos. Nesse local interagem mais trés miRNAS: hsa-mir-130b-3p, hsa-mir-301b-3p
e hsa-mir-454-3p. Por quatro miRNAs interagirem nesse local especifico, é possivel que se
encontre motivos de interacdo para outras moléculas. O miRNA hsa-130a-3p ndo possui
interacdo direta com BACEL e BACE1-AS comprovada em estudos. Porém, foi demonstrado
recentemente que hsa-130a-3p possui relagdo com DA, atenuando a neurotoxicidade induzida
por AP e melhorou a fungdo cognitiva de camundongos com DA por meio do direcionamento
de DAPK1 (Wang et al., 2021). Dessa forma, um possivel sequestro desse miRNA por BACE1-

AS pode levar a uma disfuncéo, agravando a DA.

A interacdo de hsa-130a-3p com BACE1-AS também foi confirmada no projeto. A
interacdo com BACEL-AS possui -226.48 kcal/mol e ocorre por meio de 4 nucleotideos. A
energia livre minima baixa e a interacdo com 4 nucleotideos podem resultar em uma interagédo
estavel, o que aumenta a probabilidade de hsa-130a-3p interagir e ser sequestrado por BACE1-
AS. Nenhum nucleotideo de interacdo faz parte da sequéncia especificada para a predicéo,

demonstrando que esse mMiRNA pode interagir em outros locais para uma interacdo mais estavel.

O miRNA hsa-mir-130b-3p interage no mesmo local que hsa-mir-130a-3p em BACE1-
AS. No estudo de Nagaraj e colaboradores (2017), o hsa-mir-130b-3p foi um dos seis mMiRNAs
estudados como possiveis marcadores de DA, porém, ndo obteve a expressdo desejada para ser

considerado um biomarcador.

Assim como o hsa-mir-130a-3p, 0 miRNA hsa-mir-130b-3p possui energia livre minima
baixa, um valor de -221.23 kcal/mol. Porém, esse miRNA interage com apenas 2 nucleotideos
na estrutura. Por mais que a energia livre minima seja baixa, a interagdo de apenas 2
nucleotideos torna a interacdo muito pouco provavel de ocorrer e sem estabilidade o suficiente

para que haja o sequestro por BACE1-AS.

O miRNA hsa-mir-454-3p interage no mesmo local que outros trés miRNAS anteriores
em BACEL-AS: hsa-mir-301b-3p, hsa-mir-130a-3p e hsa-mir-130b-3p. Foi demonstrado que
hsa-mir-454-3p é regulado positivamente na DA em comparagdo com controles cognitivamente

normais (Takousis et al., 2019).
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A interacdo de hsa-mir-454-3p possui -171.52 kcal/mol, sendo considerada uma
interacdo com valor de energia livre minima baixo, mas ndo um dos menores em comparagao
com outros miRNAs das predigdes. Esse miRNA interage por meio de 3 nucleotideos, sendo
gue nenhum deles faz parte da sequéncia especificada. A interacdo entre as estruturas de ambos
RNAs pode ocorrer, porém a estabilidade pode variar devido a energia livre minima e apenas 3

nucleotideos interagindo.

Referente a0 miRNA hsa-mir-301b-3p, até 0 momento ndo ha comprovacdo da relacéo
desse miRNA com BACEL e BACE1-AS. Wang e colaboradores (2017) demonstraram que o
miRNA hsa-mir-301b-3p esta entre 11 miRNAs que estdo conservados em humanos, previstos

para terem alvos e vias sinalizadoras intimamente relacionadas com a DA.

A interacdo do miRNA hsa-mir-301b-3p possui quase as mesmas propriedades do hsa-
mir-454-3p, energia livre minima baixa, porém ndo o suficiente para compara¢do com as
menores, e apenas 3 nucleotideos interagindo, sendo que 2 fazem parte da sequéncia
especificada para predicdo. Essa interacdo pode ocorrer, mas sua estabilidade pode também

variar, o que pode dificultar o sequestro por BACE1-AS.

Além do hsa-mir-301b-3p, o miRNA hsa-miR-98-5p também faz parte dos 11 miRNAs
citados no trabalho de Wang e colaboradores (2017). O miRNA hsa-miR-98-5p interage com o
mesmo grampo que 0s mMiRNAs hsa-let-7b-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-let-7g-5p e hsa-
let-7i-5p. Esses resultados mostram que esses miRNAs podem possuir interacdo com BACE1
e BACE1-AS.

A interacdo da estrutura de hsa-mir-98-5p possui -179.97 kcal/mol de energia livre
minima e 5 nucleotideos interagindo, sendo que 2 fazem parte da sequéncia especificada para
interacdo. A energia livre minima baixa e os pareamentos desses nucleotideos podem resultar
em uma interacdo estavel, demonstrando que esse miRNA pode ser sequestrado por BACE1-
AS e manter essa interagdo por um tempo consideravel. Vale a pena ressaltar que esse miRNA
possui relacdo com DA.

Os miRNAS hsa-mir-382-5p e hsa-mir-196b-5p interagem em lugares proximos na
sequéncia de BACE1-AS, presentes em hélices que fazem parte de um multi-loop e que contém
2 loops internos e 1 bulge loop. A Unica associacdo de hsa-mir-382-5p com DA esta presente
no estudo de Ghanbari e colaboradores (2016), porém, ndo existe nenhuma ligagdo com BACE1
e BACE1-AS. O miRNA hsa-mir-196b-5p também nédo possui interacdo descrita com ambas

moléculas.



97

A interacdo do miRNA hsa-mir-382-5p possui -276.71 kcal/mol e 3 nucleotideos
interagindo com a estrutura 3D de BACEL-AS. Essa interagdo possui 0 segundo menor valor
de energia livre minima quando comparado as outras interacdes do projeto. Esse valor de
energia e 3 nucleotideos interagindo, pode representar uma interacdo estavel entre 0s RNAs e

resultar em um sequestro do miRNA por BACE1-AS.

A interacdo do miRNA hsa-mir-196b-5p possui a terceira menor energia livre minima
do projeto, sendo -258.70 kcal/mol, e 5 nucleotideos interagindo a estrutura terciaria de
BACE1-AS. Essa interacdo pode ser altamente estavel devido a sua energia livre minima baixa
e a quantidade de nucleotideos. Desse modo, a interacdo pode resultar no sequestro desse
miRNA por BACE1-AS.

Uma observacao importante deve ser feita, os miRNAs hsa-mir-382-5p e hsa-mir-196b-
5p interagem no mesmo local e possuem dois dos menores valores de energia livre minima.
Esse local pode ser um local de interacéo ativo na estrutura terciaria de BACE1-AS, devido ao

fato que os miRNASs que interagem com esse local, possuem estabilidade durante o pareamento.

O miRNA hsa-mir-1303 interage em dois locais onde ha um grampo e um multi-loop.
Dessa forma, o hsa-mir-1303 interage em dois locais distintos onde ha presenca de grampos.

Até 0 momento da publicacdo, ndo ha comprovacao da acdo desse miRNA na DA.

A interacdo de hsa-mir-1303 ocorre em dois locais distintos, sendo um na sequéncia “9-
28” e outro “633-640”. A interagdo na sequéncia “9-28” tem energia de -216.54 kcal/mol, um
valor de energia livre minima baixo comparado aos outros miRNAs. Ja a sequéncia “633-640”
possui energia de -151.65 kcal/mol, consideravelmente maior que a energia do outro local de
interacdo. Em ambos os casos, 0 miRNA interage com apenas 1 nucleotideo da estrutura 3D de
BACE1-AS. Devido a esse fato, é improvavel que a interacdo de hsa-mir-1303 seja estavel e
que resulte no sequestro por BACE1-AS, mesmo que o valor de energia livre minima seja mais

baixo em um dos casos.

Os miRNAs hsa-miR-625-5p, hsa-miR-500a-5p e hsa-miR-642a-5p ndo possuem
comprovacéo da relagdo com DA, BACE1 e BACE1-AS, por estudos publicados. Dessa forma,
podem ser consideradas novas interacbes com BACE1 e BACE-AS.

A interacdo de hsa-miR-625-5p pode ser considerada a melhor se comparada com os

outros miRNAs, possui 0 menor valor de energia livre minima, sendo -279.74 kcal/mol. Além
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disso, interage com 4 nucleotideos na estrutura de BACE1-AS. Dessa forma, a interacéo entre
miRNA e BACE1-AS ¢ estavel, podendo resultar no sequestro do miRNA por BACE1-AS.

O miRNA hsa-mir-500a-5p interage em dois locais distintos, sendo entre as sequéncias
de nucleotideos “47-71” ¢ “680-687”. A interagdo entre os nucleotideos “47-71” possui -171.14
kcal/mol e interage com 4 nucleotideos. A energia livre minima baixa e quantidade de
nucleotideos pode resultar em uma interacdo estavel e um possivel sequestro por BACE1-AS.

Ainda sobre hsa-mir-500a-5p, a intera¢dao entre os nucleotideos “680-687” possui -
193.54 kcal/mol, um valor de energia livre minima consideravelmente baixo, porém, apenas 2
nucleotideos interagem com a estrutura tercidria de BACE1-AS. O resultado dessa interacdo
pode ser um pareamento ndo estavel nesse local e com baixa possibilidade de sequestro por
BACE1-AS.

A interacdo do miRNA hsa-mir-642a-5p ocorre em dois locais, entre as sequéncias
“117-126” e “472-479”, possuindo energia livre minima de -200.03 kcal/mol e -217.85
kcal/mol, respectivamente. Porém, apenas um local pode ser considerado como uma interacéo
estavel, sendo esse local presente entre a sequéncia “117-126”, pois, além de possuir um valor
de energia livre minima baixo, ha interacdo entre 3 nucleotideos na estrutura terciaria de
BACE1-AS. Em contrapartida, no local entre a sequéncia “472-479” possui apenas 2
nucleotideos interagindo, resultando em uma interacdo de baixa estabilidade e baixa
probabilidade de sequestro por BACE1-AS.

A andlise de interacdo com a estrutura terciaria de BACEL-AS auxiliou no
reconhecimento dos miRNAS que possuem maior probabilidade de serem sequestrados pelo
mecanismo ceRNA do BACE1L-AS. Alguns miRNAs que foram previstos por meio da
sequéncia primaria do IncRNA néo tiveram sucesso em obter uma interacdo estavel com a
estrutura terciaria, o que pode ser considerado normal, pois € a estrutura terciaria que opera a
interacdo de uma molécula com outra. Outros miRNAS obtiveram sucesso em interagir com a
estrutura secundaria com maior estabilidade, podendo ser sequestrados por BACE1-AS. Aqui,
é demonstrado que ha possibilidade de BACE1-AS interagir com outros miRNAS que possuem
acdo na DA e que ndo possuem relagdo com a DA, proporcionando um mecanismo ceRNA

altamente ativo.

Diferente do BACE1-AS, os outros trés INCRNAs, 51A, 17A e NDM29, ndo possuem
mecanismo de ceRNAs confirmados, possivelmente, por ndo terem o mesmo tipo de regulacéo
que BACE1-AS. O IncRNA BACE1-AS regula positivamente 0 mRNA BACE1L, o que
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aumenta a quantidade de BACEL e a formacdo de peptideos AB. Os IncRNAs 51A e 17A
regulam negativamente seus mMRNAs alvos ao alterar o processamento, gerando uma proteina
variante disfuncional. O IncRNA NDM29 aumenta a expressao de APP e 3-secretase devido a

sua superexpressao.

Para o 51A, foram encontrados apenas 2 miRNAs que podem interagir com o IncRNA
e 0 mMRNA de SORL1. O miRNA hsa-miR-8485 e 0 hsa-miR-3941, interagem nas mesmas
sequéncias encontradas nas estruturas de S1A. Nas duas sequéncias, entre os nucleotideos “52
— 597 ¢ “69 — 757, ha dois loops internos em cada sequéncia, que podem ser motivos de

interagdo com outras moléculas.

N&o ha na literatura, algo que relacione os miRNAs hsa-miR-8485 e hsa-miR-3941 com
51A e SORLL1. Porém, ainda pouco se sabe sobre as interacdes desse miRNAs com outras
moléculas. O papel de hsa-miR-8485, foi elucidado por Fan e colaboradores (2014), e
demonstraram que o miRNA reprime a expressdo de NRXN1 (neurexina 1) ligando-se a TDP-
43. O hsa-miR-3941 possui mais mecanismos encontrados, tendo como alvo a proteina de
ligacdo a imunoglobulina 1 (IGBP1) e a regulando negativamente (Sato et al., 2017); e também
possui como alvo o fator de crescimento semelhante a insulina 2 (IGF2) para controlar a
pneumonia aguda (Fei et al., 2018).

A analise aprofundada de interacdo da estrutura 3D de 51A com miRNAs possibilitou
o reconhecimento dos locais de interacdo mais especificos nessas estruturas. O miRNA hsa-
mir-3941 interage em dois locais distintos, encontrados na sequéncia “52-59” e “69-75".
Referente a sequéncia “52-59”, a estrutura 3D de 51A n&o interagiu especificamente nessa
sequéncia, apresentando de interacdes com outros nucleotideos, principalmente na sequéncia
entre os nucleotideos “13-18”. Nesse local esta presente um bulge loop, um elemento estrutural
importante para interagdo de moléculas. A energia livre minima nessa interacdo é de -210.76
kcal/mol, um valor considerado baixo, e demonstra que ha estabilidade na interacdo entre
ambos RNAs.

A segunda sequéncia prevista para hsa-mir-3941 ¢ entre os nucleotideos “69-75,
porém, o0 MiRNA ndo interage especificamente nesse local. Assim como na sequéncia “52-59”,
0 miRNA interagiu com o bulge loop encontrado na sequéncia “13-18”. Dessa forma, esse local
onde é encontrado esse motivo, pode ser um local para interacéo de outras moléculas de modo

estavel, pois a energia livre minima com valor de -198.25 kcal/mol pode ser considerada baixa.
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O miRNA tem grande probabilidade de interagir com 51A e manter uma ligacdo estavel,

podendo haver um sequestro por mecanismo ceRNA de 51A.

O segundo miRNA que pode interagir com 51A e SORL1, é o miRNA hsa-mir-8485,
gue assim como o anterior, interage em dois locais distintos. As sequéncias previstas para
interacdo desse miRNA com 51A podem ser encontradas entre os nucleotideos “53-59” e “69-
76”. Nao houve interacdo direta com 51A na primeira sequéncia (53-59), a interagcdo ocorreu
entre os nucleotideos “260-266, onde esta presente uma fita sem pareamento composta pelos
ultimos nucleotideos da sequéncia. A interacdo teve o valor de -276.89 kcal/mol, sendo o

segundo menor valor de energia livre minima.

Na segunda sequéncia (69-76) prevista para hsa-mir-8485, ndo houve interacdo com
essa sequéncia. A interagdo ocorreu entre os nucleotideos “91-106”. Nesse local ha a presenca
de um grampo, um elemento estrutural muito significativo para interagdo do RNA com outras
moléculas. A interacdo € estavel, sendo que o valor de energia livre minima dessa interacao € -

283.80 kcal/mol, o menor valor das interacdes de 51A.

Dessa forma, 0 miRNA hsa-mir-8485 pode interagir em locais distintos na estrutura 3D
de 51A, ambos locais com elementos estruturais importantes para interagdo com outras
moléculas. A interacdo € estavel, 0 que aumenta significativamente a probabilidade de haver

interacdo desse miRNA com 51A e um possivel sequestro por 51A.

Vale ressaltar que os miRNAs hsa-mir-3941 e hsa-mir-8485 sdo moléculas que nédo
possuem relacdo com a DA na bibliografia, sendo interagdo novas e objetos para estudos mais

aprofundados sobre sua relagdo com DA e o IncCRNA 51A.

Além dos miRNAs gque podem interagir com 51A e SORL1, encontramos 25 miRNAs
que podem afetar 51A. Dos 25 miRNAS que possuem a possibilidade de pareamento com 51A,
apenas 3 tem relacdo com a DA ou outro tipo de deméncia. Os miRNAs hsa-mir-362-3p e hsa-
miR-329-3p foram relacionados como uma parte das variantes funcionais envolvidas no
desenvolvimento da DA (Ghanbari et al., 2016). Por outro lado, 0 miRNA hsa-miR-101-5p foi
colocado por Burgos e colaboradores (2014), como um miRNA regulado negativamente que

contribui consideravelmente para patologia da DA.

Desse modo, é possivel que os 3 miRNAs que tem sua presenca comprovada na DA,
possam interagir com o INCRNA 51A. Notavelmente, 0 miRNA hsa-miR-101-5p esta regulado

negativamente, o que diminui sua quantidade no organismo e pode deixar de silenciar RNAs
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que precisavam ser silenciados para defesa contra a DA, como acontece no caso do INcCRNA
51A e 0 mRNA de SORL1.

Para o INcRNA 17A, foi encontrado apenas um miRNA que possui interacdo e também
ao mMRNA alvo, GABAB2. O miRNA hsa-miR-4531 pode se parear em duas sequéncias nas
estruturas do 17A, essas sendo encontradas entre os nucleotideos “127 — 133”, apresentando
apenas um loop interno, ¢ “147 — 153”, encontrado na fita simples ao final da sequéncia da
molécula. E importante notar que o miRNA interage ao final da sequéncia, onde ha uma alca
terminal formada por uma fita simples, esse local pode ser um motivo de interacdo para outras

moléculas.

A analise da interacdo de hsa-mir-4531 com a estrutura 3D de BACE1-AS resultou em
interacdes estaveis. Porém, como o miRNA interage em dois locais diferentes, um local se
destacou nessa interacdo. Esse local pode ser encontrado entre a sequéncia de nucleotideos
“147-153”, citados anteriormente na analise da estrutura secundaria. Dessa forma, a sequéncia
localizada proxima a terminagao 3’ do IncRNA, pode ser um local de interagdo estavel para

outras moléculas.

Né&o existe estudo publicado que relacione esse miRNA com 17A ou com seu mMRNA
alvo GABAB2. Também ndo ha relacdo do miRNA com a DA ou outro tipo de deméncia. O
miRNA hsa-miR-4531 apenas esta relacionado com doencas autoimunes que afetam locais de

interacdo de miRNA, conforme de Almeida e colaboradores (2018).

A presenca de apenas um miRNA para 17A e GABAB2, pode mostrar que o INCcRNA
ndo possui a funcdo de ceRNA para miRNAs que silenciam GABAB2, sendo que, até o
momento, ndo ha estudos que demonstrem que 0 MiRNA hsa-miR-4531 estd presente em
deméncias e possa ter interacdo com outras moléculas presentes na DA. A interacdo com a
estrutura 3D é estavel, o que mostra que 0 miRNA pode interagir com 17A, porém, permanece

0 questionamento sobre qual sua funcéo sobre 17A.

Além do miRNA hsa-miR-4531, 11 miRNAs que podem afetar 17A foram encontrados.
Dentre todos os 11 miRNAs que conseguem possivelmente regular 17A, apenas o hsa-miR-
223-3p possui alguma relagdo comprovada com a DA na literatura. O miR-223-3p pode ter um
efeito neuroprotetor nas células neuronais, tendo como alvo os receptores de glutamato,
modulando o influxo de célcio e a excitabilidade neuronal (Harraz et al., 2012). Esse miRNA,
por ser relacionado como interagdo ao 17A, pode atuar também como neuroprotetor ao silenciar

17A e impedir a neuroinflamacao causada pelo silenciamento de GABAB2.
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Para o ultimo IncRNA do projeto, 0 NDM29, nédo foi encontrado miRNAS que possam
interagir com o IncRNA e com o seu alvo ASCL3, em nenhum resultado das ferramentas.
Porém, foram encontrados 16 miRNAs que podem se parear com 0 NDM29, sendo que esses
miRNAs, podem silenciar o NDM29, impedindo sua expressao e a progressdo da DA, ou

regulando positivamente, promovendo a DA.

Dentre os 16 miRNAs encontrados para o INcRNA NDM29, apenas um miRNA foi
relacionado ao neuroblastoma, porém, ndo ha relacdo com a DA na literatura. O miRNA hsa-
miR-504-3p tem sua expressdo diminuida em grupo de pacientes com neuroblastoma com alta
expressdo de Lamin A/C (Nardella et al., 2015). O hsa-miR-504-3p pode atuar como regulador
de NDM29, sendo que, com sua expressdo diminuida em casos de neuroblastomas, hd uma
diminuicdo da neuroprotecao que pode ser causada por NDM29. Dessa forma, o hsa-miR-504-

3p ndo possui um papel de silenciar NDM29.

Apesar de 17A e NDM29 ndo possuirem muitos miRNAs que tenham relagcdo com
doencas neuroldgicas ou deméncias, os mMiRNAs podem possuir acdes contra esses INCRNAS e
podem estudados como possiveis moléculas silenciadoras, possivelmente, impedindo a acéo
desses INcRNAs na DA, evitando que haja o estimulo da neuroinflamacgdo e a formacdo de

peptideos AP.

Ainda com os miRNAs resultantes da pesquisa realizada, analisou-se a possibilidade de
um miRNA afetar mais de uma IncRNA relacionado com DA. Notou-se que 0 miRNA hsa-
miR-1226-3p pode interagir com BACE1-AS e 51A. Os miRNAs hsa-miR-6756-5p e hsa-miR-
6766-5p podem interagir com os INCRNA 51A e 17A. O miRNA hsa-miR-3941 pode interagir
com 51A e NDM29. Por ultimo, o0 miRNA hsa-miR-4524a-3p pode interagir com 0s INCRNAS
17A e NDM29.

Novamente, 0 hsa-miR-1226-3p tem um papel comprovado na regulacdo de peptideos
AB, relacionado com a y-secretase (Delay et al., 2014). Porém, a analise da interacdo com a
estrutura 3D de BACE1-AS resultou em uma interagdo com baixa estabilidade e pouca
probabilidade de ocorrer. Os miRNAs hsa-miR-6756-5p e hsa-miR-6766-5p ndo possuem acgao
comprovada em nenhum tipo de deméncia, o que pode diminuir a capacidade de interagir com
51A e 17A.

Para 0s miRNAs hsa-miR-3941 e hsa-miR-4524a-3p também ndo ha na literatura,
informagdes que comprovem sua a¢do em deméncias e possibilidade de interagdo com 51A e
NDM29, e 17A e NDM29. Porém, ainda ha a possibilidade de interacdo dos miRNAs com 0s
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InNcRNAs, caso fosse ocasionada uma interacdo entre as moléculas. Essas interacbes podem

demonstrar que tipo de regulagéo que os miRNAs podem exercer nos INCRNAs.

As andlises das interacdes com as estruturas terciarias dos IncRNAs auxiliou no
reconhecimento dos miRNAS que possuem maior probabilidade de serem sequestrados pelo
mecanismo ceRNA do BACE1-AS. Alguns miRNAs que foram previstos por meio das
sequéncias primérias dos INcCRNAs ndo tiveram sucesso em obter uma interacdo estavel com as
estruturas terciarias, o que pode ser considerado normal, pois sdo as estruturas terciarias que
operam a interacdo. Outros MmiRNASs obtiveram sucesso em interagir com as estruturas

secundarias com maior estabilidade, podendo ser sequestrados para evitar sua acao.
6. CONCLUSAO.

A DA ¢é um distarbio neurodegenerativo progressivo e cronico, sendo uma doenca
multifatorial, que acaba limitando as op¢des farmacoldgicas pelas maltiplas vias envolvidas na
patogénese. Até 0 momento nao hé terapias efetivas para DA. Mais de 300 IncRNAs apresentam
expressao desregulada em pacientes com DA e estdo relacionados com a patdgenese. Por esse
motivo, eles tém sido descritos como possiveis biomarcadores e possiveis alvos terapéuticos.
Dentre os INcRNAs com expressdo desregulada, quatro foram escolhidos para estudo, sendo
BACEL1-AS, 51A, 17A e NDM29.

No projeto, foram modeladas as estruturas secundarias e tercidrias do INnCRNAS
relacionados com a Doenca de Alzheimer. As estruturas com melhores modelos e com maior
confiabilidade foram selecionadas para representar os INCRNAs, com intuito de compreender
seus mecanismos e explorar os motivos possiveis baseados nas estruturas obtidas. Com a
modelagem das estruturas secundarias e terciarias, € possivel fazer analises de interacdes com

proteinas, RNAs, farmacos, entre outras moléculas.

Encontramos 14 miRNAs que podem ter interagio BACEl e BACEL-AS,
demonstrando que BACE1-AS pode funcionar como RNA enddgeno competidor. Além de
BACEL-AS, encontramos 2 miRNASs que entram em contato com 51A e SORL1 e 1 miRNA
que podem interagir com 17A e GABAB2. Néo foram encontrados miRNAs que afetem
NDM29 e ASCL3. Esses resultados demonstram que os INCRNAs 51A pode possuir a fungédo
de sequestro de miRNAs, atuando como ceRNAs, assim como BACE1-AS. Porém, os INCRNAs
17A e NDM29 podem néo possuir essa funcdo, atuando apenas como um fator de aumento da

producéo de peptideos Ap.
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A anélise aprofundada da interacdo das estruturas tercidrias mostrou que alguns
miRNAs podem ndo interagir de forma estavel para que haja o sequestro por BACE1-AS e
outros que possuem interagdo estavel e podem ser sequestrados por BACE1-AS. Os miRNAs
notaveis, que possuem uma interacao forte com a estrutura de BACE1-AS, sdo hsa-miR-625-
5p, hsa-miR-382-5p, hsa-miR-1226-3p, hsa-miR-130a-3p e hsa-miR-196b-5p. Sendo que hsa-
mir-625-5p, hsa-mir-1226-3p e hsa-mir 196b-5p podem ser consideradas interacfes novas por

ndo possuirem relacdo com DA até o0 momento.

A analise de interacdo de 51A com os mMiRNAs hsa-mir-3941 e hsa-mir-8485
proporcionou o encontro de dois locais onde podem ocorrer interacdes estaveis. Para 0 17A
foram encontradas apenas interagdes com o miRNA hsa-mir-4531, porém, isso também
possibilitou o encontro de um local onde podem ocorrer interaces estaveis. Os miRNAS
encontrados para 51A e 17A sdo moléculas que nao possuem relacdo com a DA na bibliografia,

sendo interacdo novas e objetos para estudos mais aprofundados sobre sua relagdo com DA.

Diante do exposto, a obtencdo das estruturas secundarias e terciarias possibilitou a
analise dos locais de pareamentos dos miRNAS e possiveis motivos localizados dentro dessas
estruturas. Dessa forma, com a estrutura terciaria dos INCRNAS, seré possivel realizar analises
com outras moléculas, in silico ou in vitro, para evidenciar suas a¢des regulatorias nos
InNcRNAs. Os miRNAs que interagem apenas com 0s IncRNAs, que podem ou ndo ser
relacionados a disturbios neurodegenerativos, também podem ser analisados, sendo que, 0s
mesmos foram previstos como miRNAs que podem interagir com os IncRNAs. Além dos
miRNAs, diversas moléculas podem ser utilizadas como possiveis interacdes com os INCRNAsS,
como proteinas e farmacos, sendo usados como potenciais alvos de drogas devido ao seu efeito

regulatério na patologia da DA.
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