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PARTE 1



RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa que leva a grave
comprometimento das funcdes cognitivas, sendo a causa mais comum de deméncia entre
idosos. O nimero de casos de DA esta em constante aumento e estima-se que triplique até 2050,
chegando a 139 milhdes de casos, representando um problema global de satde publica. Nos
ultimos anos, os RNAs circulares (circRNAs), um novo grupo de RNAs ndo codificantes,
emergiu como reguladores transcricionais importantes. Sua estrutura circular confere maior
estabilidade e resistentes a degradacao em comparagdo com 0os RNAs lineares. Estudos recentes
relatam o enriquecimento de circRNAs no sistema nervoso central (SNC), destacando sua
importancia no desenvolvimento neuronal e transmissdo sindptica. Além disso, evidéncias
sugerem que as desregulac@es dos circRNAs podem estar envolvidas no desenvolvimento de
doengas cerebrais, como a DA. Dessa forma, o objetivo desta dissertacdo é investigar as
alteracdes na transcricdo de circRNAs no hipocampo, uma regido do cérebro altamente
vulneravel a DA, em um modelo de camundongo transgénico amiloide amplamente utilizado
na literatura, 0 APPswe/PSEN1dE9. Para isso, foi utilizado bancos de dados de sequenciamento
de RNA hipocampal de circRNAs provenientes de bases cientificas como NCBI, Pubmed e
Web of Science. Identificamos circRNAs diferencialmente expressos (CDES) entre 0s animais
transgénicos e os animais selvagens pareados por idade, utilizando o algoritmo CIRI2 e 0
método DESeq2 com p < 0,01. Realizamos analises de enriquecimento funcional no Gene
Ontology (GO) usando pacotes como ClusterProfiler para investigar as fungdes bioldgicas
associadas aos genes precursores dos CDES. Além disso, utilizamos o pacote UpSetR para
identificar os circRNAs comumente alterados entre os diferentes estudos e os bancos de dados
circFunBase e pelo MiRDB para prever as redes de interacdes circRNAs-miRNAs-mRNAS.
Entre os 8 bancos de dados encontrados, utilizamos trés pois tinham dados de circRNA
hipocampal de camundongos APPswe/PSEN1dE9 de 4, 6 e 8 meses de idade (GSE166393;
GSE158995; e PRINA712946, n = 3 por grupo). O beta-amiloide (AB) comega a se depositar a
partir dos seis meses no hipocampo APPswe/PSEN1dE9. Assim, os resultados revelaram uma
progressiva expressao diferencial de circRNAs no hipocampo dos camundongos APP/PS1 com
0 avanc¢o da idade: 41 (4 meses), 82 (6 meses) e 425 (8 meses). ldentificamos clusters
relacionados principalmente a funcdo sinaptica, aprendizado e memdria, desenvolvimento
embrionario e transporte de ions nas analises de enriquecimento funcional. Além disso,
encontramos 15 genes precursores de circRNAs compartilhados em pelo menos duas idades e
0 gene CCDC14 compartilhado entre os trés estudos nas analises de UpSetR. Com esse
resultado, também identificamos as redes de interagdes circRNA-miRNA-mRNA associadas
aos genes Fmnl, Ndst3, Atpllb e Homerl. Nossos achados sugerem que 0s CircRNAS
desempenham um papel importante na DA, fornecendo evidéncias das alteracGes de circRNAs
no hipocampo em um modelo animal. Suas altera¢fes podem estar relacionadas aos processos
neurodegenerativos caracteristicos da doenca. Considerando o papel dos circRNAs como
reguladores da transcricdo, é plausivel argumentar que essas mudancas progressivas podem
afetar a expressdo génica em regides cerebrais relacionadas a DA. Surpreendentemente, 0s
genes precursores de circRNAs mostraram-se associados a doenga, fornecendo mais indicios
da participacdo dos circRNAs na DA. Embora tenhamos obtido poucas redes de interacdes,
observamos que muitos MRNAs sdo indiretamente regulados por esses circRNAs. No entanto,
ainda ha muito a ser investigado, incluindo a compreensao dos mecanismos regulatorios dessas
moléculas e a identificagdo de genes e vias afetados. O estudo dos circRNAs na DA pode
contribuir para o desenvolvimento de estratégias de diagnostico precoce e terapias direcionadas.

Palavras-chave: CircRNAs; doenca de Alzheimer; transcriptémica.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder that leads to severe impairment of
cognitive functions, representing the most common cause of dementia among the elderly. The
number of AD cases is continually rising, and it is estimated to triple by 2050, reaching 139
million cases, posing a global public health issue. In recent years, circular RNAS (circRNAS),
a novel group of non-coding RNAs, have emerged as crucial transcriptional regulators. Their
circular structure confers greater stability and resistance to degradation compared to linear
RNAs. Recent studies report an enrichment of circRNAs in the central nervous system (CNS),
emphasizing their significance in neuronal development and synaptic transmission.
Furthermore, evidence suggests that circRNA dysregulations may be involved in the
development of brain diseases, such as AD. Therefore, the aim of this dissertation is to
investigate transcriptional changes in circRNAs in the hippocampus, a region highly vulnerable
to AD, using a widely employed transgenic mouse model of amyloid, the APPswe/PSEN1dE9.
To achieve this, we utilized hippocampal circRNA RNA sequencing datasets from scientific
databases such as NCBI, Pubmed, and Web of Science. Differentially expressed circRNAS
(CDES) were identified between transgenic and age-matched wild-type animals using the
CIRI2 algorithm and the DESeq2 method with p < 0.01. Functional enrichment analyses were
conducted using Gene Ontology (GO), employing packages like ClusterProfiler to investigate
biological functions associated with CDES precursor genes. Additionally, the UpSetR package
was used to identify commonly altered circRNAs across different studies, and circFunBase and
MiRDB databases were employed to predict circRNA-miRNA-mRNA interaction networks.
Out of the eight databases initially identified, three were chosen due to containing hippocampal
circRNA data from APPswe/PSEN1dE9 mice at 4, 6, and 8 months of age (GSE166393,
GSE158995, and PRINAT712946, n = 3 per group). Amyloid-beta (AP) deposition begins at six
months in the hippocampus of APPswe/PSEN1dE9 mice. Consequently, the results revealed a
progressive differential expression of circRNAs in the hippocampus of APP/PS1 mice with
advancing age: 41 (4 months), 82 (6 months), and 425 (8 months). Clusters related mainly to
synaptic function, learning and memory, embryonic development, and ion transport were
identified in functional enrichment analyses. Furthermore, 15 precursor genes of circRNAS
were shared at least between two ages, with the CCDC14 gene being shared among all three
studies in UpSetR analyses. These results allowed us to identify circRNA-miRNA-mMRNA
interaction networks associated with the genes Fmn1, Ndst3, Atp11b, and Homer. Our findings
suggest that circRNAs play an important role in AD, providing evidence of circRNA alterations
in the hippocampus in an animal model. These changes may be related to the characteristic
neurodegenerative processes of the disease. Considering the role of circRNAs as transcriptional
regulators, it is plausible to argue that these progressive changes may affect gene expression in
brain regions related to AD. Surprisingly, circRNA precursor genes have shown associations
with the disease, providing further evidence of circRNA involvement in AD. Although we
obtained few interaction networks, we observed that many mRNAs are indirectly regulated by
these circRNAs. However, there is still much to be investigated, including understanding the
regulatory mechanisms of these molecules and identifying affected genes and pathways. The
study of circRNAs in AD may contribute to the development of early diagnostic strategies and
targeted therapies.

Keywords: CircRNAs, Alzheimer’s disease, transcriptomics.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEMENCIA

De acordo com a Alzheimer's Disease International, deméncia € o termo coletivo
utilizado para caracterizar um grupo de sindromes cerebrais progressivas que afetam
principalmente a memoria, 0 pensamento, a capacidade intelectual, o comportamento e as
emocdes. No contexto atual, o termo deméncia abrange mais de 100 formas diferentes de
sindromes cerebrais progressivas. Entre elas, a doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais
prevalente de deméncia em todo o mundo, representando cerca de 60% a 70% de todos 0s casos
diagnosticados (ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2023).

Atualmente, estima-se que haja mais de 55 milhdes de pessoas vivendo com deméncia
em todo o mundo. Infelizmente, esse nimero tende a triplicar até o ano de 2050, chegando a
alarmantes 139 milhdes de casos. Isso significa que a cada trés segundos, um novo caso de
deméncia ¢ diagnosticado globalmente, totalizando mais de 10 milhGes de novos casos por ano
(WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2023).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude em 2023, no contexto da América
Latina e do Caribe, estima-se que mais de 3 milhdes de pessoas com deméncia estejam vivendo
sem um diagnostico. No Brasil, estima-se que mais de 70% das pessoas com deméncia no pais
ndo recebam um diagnostico adequado. Essa estatistica é preocupante, pois indica que uma
grande parcela da populacdo idosa no Brasil vive com deméncia e ndo tem acesso a
acompanhamento médico adequado (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE -
OPAS, 2023).

A DA, em particular, é responsavel pela maior parcela desses casos. Dessa forma, essa
tendéncia coloca a DA como um dos principais desafios da satde publica global, uma vez que
seu impacto esta em constante crescimento (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2022; WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2023). A DA é caracterizada por neurodegeneracao, com
progressao lenta, que inicia com leve perda de memolria e se encerra com grave
comprometimento das funcdes neuropsicologicas (ATRI, 2019). A sua patogénese tem sido
atribuida a um processamento e polimerizacdo aberrante de proteinas normalmente soltveis,
em que apds uma longa cascata de eventos, leva a uma perda sinaptica, neuronal e glial nos
portadores da doenca (ATRI, 2019; SENGOKU, 2020).

De acordo com o relatdrio Alzheimer's Disease Facts and figures 2023 da Alzheimer's
Association, estima-se que, nos Estados Unidos da América, haja uma prevaléncia de 6,2

milhdes de pessoas com mais de 64 anos vivendo com a DA neste ano de 2023. Isso equivale a



aproximadamente 1 em cada 9 pessoas nessa idade, sendo que quase 2 em cada 3 sdao mulheres.
Além disso, projeta-se um aumento significativo para o nimero de novos casos, chegando a
13,8 milhGes de pessoas com a doenca até o ano de 2060 nos EUA (2023 ALZHEIMER’S
DISEASE FACTS AND FIGURES, 2023).

Em termos de custos, a DA é uma das condigdes mais caras para tratar, principalmente
devido aos custos com cuidados de longo prazo. Nos EUA, os custos estimados de cuidados
diretos e indiretos para pessoas com Alzheimer e outras deméncias foram de US$ 345 bilhdes
em 2023. Esse valor deve chegar a US$ 2,8 trilhdo até 2030 se ndo forem desenvolvidas terapias
mais eficazes para prevenir, tratar ou curar a doenga (2023 ALZHEIMER’S DISEASE FACTS
AND FIGURES, 2023).

Em todo o mundo, a perspectiva em relacdo a DA é desafiadora, pois ainda ndo existe
uma cura para a doenca e as opcOes de tratamento disponiveis sdo limitadas (CUMMINGS,
2021; TREVISAN et al., 2019). Esse cenério é agravado pelo aumento da expectativa de vida
da populacdo ao longo dos anos. Além disso, ainda ndo se sabe como a pandemia do virus
COVID-19, e a infeccdo por SARS-CoV-2, impactara o niumero de casos e a proporcao de
pessoas com Alzheimer nos proximos anos. Diante disso, € fundamental direcionar esforcos
significativos para melhorar a pesquisa, o diagnostico precoce, o desenvolvimento de terapias
mais eficazes e o suporte adequado aos individuos afetados pela DA e seus cuidadores.

1.1.2 Histdria da doenca de Alzheimer

Em 1898, o psiquiatra e neuropatologista alemédo Alois Alzheimer registrou um caso
clinico de uma forma de deméncia até entdo desconhecida, que ele descreveu como "deméncia
pré-senil”. Nesse novo caso, ele observou graves alteracfes atroficas no cérebro do paciente,
(ALZHEIMER, 1898).

Poucos anos depois, em 1906, Alzheimer ganhou notoriedade ao relatar mais um
exemplo da deméncia pré-senil com o caso de uma mulher de 51 anos, chamada Auguste Deter.
Ela apresentava sintomas como perda de memoria, desorientacao, delirios, comprometimento
cognitivo, afasia, alucinagGes e disfungdo psicossocial. Deter faleceu aos 55 anos. Apos a sua
morte, seu cérebro foi submetido a uma autopsia que revelou caracteristicas distintas, descritas
por Alzheimer como "uma alteracdo quimica na substancia fibrilar" (ALZHEIMER A.;
PSYCHIATR; 1907, 1907; ALZHEIMER et al., 1995).

Apos a descricdo do caso de Auguste Deter, Alois Alzheimer continuou seus estudos

com a doenga que posteriormente receberia seu nome. Em 1911, ele publicou um artigo que
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descrevia as principais caracteristicas neuropatoldgicas da DA, incluindo a presenca de placas
senis e emaranhados neurofibrilares no cérebro (ALZHEIMER, 1911).

No entanto, mesmo apos a descricdo detalhada, a DA permaneceu relativamente
desconhecida por vérias décadas. Foi somente na década de 1970 que a DA comecou a receber
mais aten¢do da comunidade médica e cientifica, com a realizacéo de estudos epidemioldgicos
(GRUENBERG, 1978; KATZMAN, 1976; NEUMAN; COHN, 1976). O lancamento do
medicamento tacrina em 1993, o primeiro aprovado para o tratamento da DA, também
contribuiu para aumentar a conscientizacdo sobre a doenca (AMBERLA et al., 1993;
CRISMON, 1994).

Desde entdo, a pesquisa sobre a DA tem se intensificado, com a descoberta de novos
marcadores biologicos, o desenvolvimento de técnicas de neuroimagem cada vez mais
sofisticadas e a investigacdo de tratamentos potenciais. No entanto, apesar desses avancgos, a
DA continua sendo uma doenga desafiadora, com uma variedade de fatores genéticos e

ambientais que contribuem para seu desenvolvimento e progresséo.

1.1.3 Patologia da doenca de Alzheimer

Atualmente, sabe-se que as principais caracteristicas neuropatolégicas da DA séo 0s
emaranhados neurofibrilares (NFTs — neurofibrillary tangles) e placas f-amiloide (Ap). Essas
duas caracteristicas confirmam as observacdes histoldgicas feitas por Alois Alzheimer, que
foram iniciadas em 1906 (MASTERS et al., 2015; SERRANO-POZO et al., 2011; YNDART,
2019).

As placas A sdo aglomerados extracelulares compostos por um nucleo de fibrilas AB
insolGveis, fragmentos de neurdnios, astrcitos reativos e células microgliais ativadas
(RASKIN et al., 2015a; SERRANO-POZO et al., 2011). Esses depositos extracelulares de AP
sdo originados a partir da prote6lise errada da proteina precursora de amiloide (APP), que em
uma via fisioldgica, é uma proteina transmembrana dos neurénios metabolizada de forma
complexa e répida (GIRI et al., 2016; O’BRIEN & WONG, 2011; YNDART, 2019).

Porém, nessa via patolégica (amiloidogénica), a APP é clivada anormalmente pela
BACE-1, uma B-secretase, liberando um ectodomino APPsf truncado e o fragmento C-terminal
C99 ¢ retido na membrana e posteriormente clivado pelo complexo que forma a y-secretase,
liberando fragmentos de peptideo AR (DAS; YAN, 2017; GIRI; ZHANG; LU, 2016; O’BRIEN;
WONG, 2011). A clivagem da B-secretase é o ponto critico para o processamento errado da

APP, em que ¢ feito um corte no terminal N da AP, sendo removido a maior por¢do, mas
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deixando o c-terminal da APP, que posteriormente ¢ clivado, resultando em dois monémeros
(DAS & YAN, 2017; O’BRIEN & WONG, 2011).

Assim, durante o processo, sao formados dois principais tipos de polimeros de A, com
40 ou 42 aminoacidos (AP40 e AP42), os quais se agregam rapidamente primeiro em
oligdmeros, depois em protofibrilas e fibrilas amiloides (ARMSTRONG, 2019; LANE;
HARDY; SCHOTT, 2018; MURPHY; LEVINE, 2010; O’BRIEN; WONG, 2011). As fibrilas
sao formas insoluveis e se agregam em placas AP, causando a morte neuronal, enquanto os
oligdbmeros sdo formas soluveis, essa solubilidade possibilita que os oligdmeros se espalhem
por todo o cérebro a medida que a DA progride, afetando principalmente o funcionamento das
sinapses (RASKIN et al., 2015; SERRANO-POZO et al., 2011; THAI et al., 2002).

O agregado AP, por conseguinte, interfere na sinalizag@o sinaptica por se difundir em
fendas sinapticas e iniciar uma cascata de eventos que pode causar a hiperfosforilacdo da
proteina tau (HERRUP, 2010; TAKATA; KITAMURA; TANIGUCHI, 2011). A agregacdo e
patologia desempenhada pela proteina AP, leva uma ativagao de cinases, incluindo GSK3p,
cdkb, caspase 3, caspase 9 e calpaina (LANE; HARDY; SCHOTT, 2018). A ativacao dessas
caspases, consequentemente, leva a hiperfosforilacdo e polimerizacdo em NFTSs insolUveis da
proteina tau (O’BRIEN; WONG, 2011).

Os NFTs consistem em agregados anormais de proteinas tau hiperfosforiladas que se
acumulam dentro dos neurbnios. A tau é uma proteina associada aos microtubulos,
normalmente localizada no ax6nio, onde facilita fisiologicamente o transporte axonal por meio
da ligacdo e estabilizacdo dos microtibulos (SERRANO-POZO et al., 2011). No entanto, na
DA, por mecanismos ainda pouco conhecidos, a tau sofre hiperfosforilagdo, levando a
mudancas estruturais e conformacionais da proteina. Essa alteracdo faz com que ela se dissocie
dos microtibulos, danificando-os e desregulando as vias de sinalizacdo intracelulares. A
medida que a fosforilacdo da tau aumenta, ela também se torna insollvel e se agrega em
filamentos, formando os NFTs (POLANCO et al., 2017; RASKIN et al., 2015b; SERRANO-
POZO etal., 2011).

Acredita-se que as placas AP e os NFTs atuem de forma sinérgica na progressao da DA.
Essa dupla proteinopatia recruta e ativa astrdcitos, assim como, a micrdéglia em torno das placas
amiloides, o que desencadeia a resposta imune inata contra as agregagdes. Assim, gerando uma
cascata de respostas inflamatdrias no cérebro causando danos extensos no cérebro e levando a
morte neuronal e culminando na atrofia (HERRUP, 2010; MASTERS et al., 2015; O’BRIEN;
WONG, 2011; TAKATA; KITAMURA; TANIGUCHI, 2011; YNDART, 2019). Além disso,
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estudos tém sugerido que a interagdo entre as placas B-amiloide e os NFTs é complexa e pode
envolver mecanismos de feedback, em que a presenca de um agravo pode influenciar a
formacéo do outro, formando, assim, um ciclo continuo de agregacao e inflamacdo (HERRUP,
2010).

1.1.4 Classificagéo da doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é classificada em dois tipos principais: a de inicio tardio
(LOAD, do inglés Late-Onset Alzheimer's Disease) e a de inicio precoce (EOAD, do inglés
Alzheimer’s Disease) (MENDEZ, 2017; PARK et al., 2017). Contudo, os dois tipos da doenca,
apresentam os sinais clinicos e moleculares semelhantes (GIRIl; ZHANG; LU, 2016; MENDEZ,
2017; TREVISAN et al., 2019).

A maioria dos casos pertence ao tipo LOAD, que se desenvolve apds os 60 anos. A
LOAD é considerada um disturbio complexo, multifatorial, em que esta associada a uma série
de fatores de risco como alteracGes relacionadas com a idade, fatores de risco genéticos, como
a variacdo alélica €4 da proteina Apolipoproteina (APOEe4), fatores de risco associados a
habitos alimentares, doencas cardiovasculares, exposicdo a metais e infec¢do, podem estar
envolvidas no desenvolvimento da doenca mas apresentam uma base inicial desconhecida para
0 processo amiloidogénico (ARMSTRONG, 2019; LANE; HARDY; SCHOTT, 2018; PARK
etal., 2017).

Seu desenvolvimento também possui implicacdo de multiplas variantes genéticas de
baixa penetrancia, além dos fatores ambientais, 0 que torna a compreensdo das causas que
levam a doenca, bastante nebulosa (GIRI; ZHANG; LU, 2016; NAJ; SCHELLENBERG, 2017;
TREVISAN et al., 2019). Antes do surgimento de estudos de GWAS (genome-wide association
study), a variagdo alélica APOEg4, era o tnico fator de suscetibilidade para o desenvolvimento
de LOAD conhecido (GIRI; ZHANG; LU, 2016; NAJ; SCHELLENBERG, 2017). Porém,
apesar dos esforcos em estudos de GWAS, a maioria dos casos esporadicos de DA permanecem
inexplicadas (NAJ; SCHELLENBERG, 2017).

Por outro lado, a EOAD é menos comum ocorrendo em pessoas com menos de 65 anos
de idade. Apenas 1% dos casos de EOAD apresentam suas causas intimamente ligadas a
mutacdes hereditarias monogénica dominante. A analise genética de familias portadoras do tipo
precoce foi a base para desvendar e identificar as mutacdes de alta penetracao relacionadas com
esse tipo da DA, associada a mutacOes genéticas especificas nos genes APP, PS1 e PS2, com

pelo menos um parente de primeiro grau também afetado (BERTRAM; TANZI, 2008;
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CACACE; SLEEGERS; VAN BROECKHOVEN, 2016; MENDEZ, 2017; O’'BRIEN; WONG,
2011) Entretanto, essas mutagdes descritas, podem explicar apenas uma fracdo pequena das
causas de EOAD. A maioria dos pacientes com EOAD permanece também sem explicacdo
(CACACE; SLEEGERS; VAN BROECKHOVEN, 2016).

Ambas as formas da doenca ndo possuem estratégias terapéuticas eficazes para retardar
ou interromper a progressdo da doenca (BERTRAM; TANZI, 2008; SLOMSKI, 2022). Além
da lacuna na compreensdo da DA, que ressalta a necessidade da identificacdo de outros genes
causais, alteragdes no ambito das desregulacdes epigenéticas, regulacbes transcricionais,
heterogeneidade fenotipica e de estudos que investiguem suas bases moleculares, a fim de
compreender as bases causais da DA e desenvolver abordagens mais eficazes para o tratamento
da doenca. (ARMSTRONG, 2019; BERTRAM; TANZI, 2008; CACACE; SLEEGERS; VAN
BROECKHOVEN, 2016; DI RESTA; FERRARI, 2019)

1.1.5 Doenca de Alzheimer e RNAs néo codificantes

Por muitos anos, 0 RNA foi visto apenas como um participante do processo de sintese
proteica, embora menos de 2% do genoma humano seja codificado para proteinas
(KAPRANOV; WILLINGHAM; GINGERAS, 2007; WILUSZ; SHARP, 2013). Os 98%
restante do genoma que nao codificam proteinas, como a classe de RNAs ndo codificantes
(ncRNAs, do inglés "non-coding RNAs") foram por muito tempo considerados como “lixo de
DNA” (WILUSZ; SHARP, 2013). Contudo, nos ultimos anos, foi visto que 0os NCRNAS
representam a maioria do transcriptoma humano e sdo uma classe importante de moléculas
reguladoras (WANG et al., 2022a). Assim, 0s ncRNAs regulam a expressdo génica em
diferentes niveis, desde a transcricdo até a traducao por meio de muitos mecanismos diferentes
ndo completamente conhecidos (DELGADO-MORALES EDITOR, 2017; HARVEY
LODISH, 2013).

Eles sdo divididos em ncRNAs de limpeza e ncRNAs regulatérios. Os ncRNAs de
limpeza desempenham funcBes cruciais na manutencdo das células como os RNAs de
transferéncia (tRNAs), RNAs ribossomais (rRNAS) e 0s pequenos RNAs nucleares (SNnRNAS).
Ja os ncRNAs reguladores, sdo expressos em células especificas e funcionam em resposta a
diferentes estimulos como sinais de desenvolvimento, estimulos patolégicos, entre outros
(DELGADO-MORALES EDITOR, 2017; IDDA et al., 2018).
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Recentemente, houve um crescente interesse no papel dos ncRNAs reguladores na
patogénese da DA pelo envolvimento dessas moléculas em processos bioldgicos que estdo
desregulados na DA. Esses ncRNAs tém ganhado destaque entre os fatores genéticos nédo
hereditarios envolvidos na DA (IDDA et al., 2018). Assim, varios estudos tém sugerido que 0s
NcRNAs como microRNAs (miRNAs), long non-coding RNAs (IncRNAs), circular RNAS
(circRNAs) e PIWI-interacting RNAs (piRNAs), podem estar envolvidos na formagéo e
desenvolvimento da DA, regulando genes relacionados a neuroinflamacéo, neuroplasticidade,
apoptose e processos mitocondriais (IDDA et al., 2018; PIEROULI et al., 2023; WANG et al.,
2022h).

Os miRNAs sdo uma das classes de ncRNAs que mais tém sido estudados na DA. Eles
sdo pequenos RNAs de cerca de 22 nucleotideos de comprimento que se ligam a sequéncias
especificas de RNAs mensageiros (MRNAS) e inibem sua traducdo em proteinas ou promovem
sua degradacdo (O’BRIEN et al., 2018; PICHLER et al., 2017; SGRENSEN; NYGAARD;
CHRISTENSEN, 2016). Varios estudos identificaram alteracGes nos perfis de miRNA em
cérebros de pacientes com DA, sugerindo um papel importante na sua patogénese. Estudos in
vitro e in vivo sugerem que alguns miRNAs podem regular a expressdo de proteinas tau e AP,
além de estar envolvidos na neuroinflamacdo e na morte neuronal (S. Li et al., 2023;
SORENSEN et al., 2016; SU et al., 2022). O Quadro 1 a seguir apresenta outros exemplos de
NncRNAs identificados em estudos sobre DA, juntamente com informagdes sobre o tipo de

ncRNA, principal funcdo na DA e localizacéo.

Quadro 1 — Principais ncRNAs ja descritos na DA

Tipo de ncRNA Funcdo principal na DA Localizacdo  Principais alvos Referéncias

MIiRNA  (Micro- Regulam a expressdo génica Plasma, APP, CCDC6, CD2AP, CLU, (TAKOUSIS

RNAS) pelo blogueio da traducéo de = LCR, tecido CNTNAP2, FERMT2, etal., 2019)
MRNAs ou sua degradacéo cerebral PICALM, ADAMTS4,

HS3ST1, PLCG2, SCIMP,
SLC24A4, SPI1 PTK2B e

SORL1
PiIRNA (RNAs que Interagem com proteinas piwi = Tecido APOE, BACE1, CYP19Al1, (QIU et al,
interagem com e regulagdo positiva ou cerebral CTC1e HIST1H4H 2017;
piwi) negativa de genes associados WANG et

aDA al., 2022b)
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INcRNA  (RNAs Regulam processos celulares, = Tecido BACE-AS1, NEAT1, GAS5 (PIEROULI
ndo codificadores como inativacdo do | cerebral etal., 2023)
longos) cromossomo X,  suporte

estrutural e regulag&o positiva
ou negativa de genes

associados a DA

CircRNA  (RNA Regulagdo da transcricdo Tecido BACEl, N-xB, HOMERI, (DUBE et
circular) génica nos niveis | cerebral miRNAs, UBE2A entre outros  al., 2019;
transcricional, pos- WANG et

transcricional e translacional al., 2022b;

ZHANG et

al., 2020b)

Fonte: Elaboragdo propria.

Os estudos recentes sugerem que ncRNAS, como IncRNAs, miRNAs e circRNAs, estdo
envolvidos na DA e podem ser potenciais alvos terapéuticos (PIEROULLI et al., 2023; WANG
et al., 2022b). Contudo, mais pesquisas sdo necessarias para elucidar a contribuicdo desses
ncRNAS na patogénese da doenca. Assim, no presente estudo iremos focar especificamente nos
circRNAs na DA, os proximos capitulos trardo informac6es mais detalhadas sobre a molécula

circular.
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1.2 RNAS CIRCULARES

Em virtude do recente avanco das tecnologias de sequenciamento de nova geracéo,
novas classes de ncCRNA puderam ser descobertas e mais bem estudadas, como 0s CircRNAS
(SHEN et al., 2015). Os circRNAs se diferenciam da maioria dos RNAs, por ndo possuirem
sua estrutura na forma tradicional linear. Sua extremidade 3’ ¢ covalentemente ligada na
extremidade 5° formando, desse modo, uma molécula de fita simples fechada, sem
extremidades livres (HUANG et al., 2018; LU; XU, 2016; SALZMAN, J et al., 2012; SHEN
etal., 2015).

A primeira descricdo de RNAs em formato circular foi feita em 1970, ha mais de cinco
décadas atrés, em virdides de plantas (SANGER et al., 1976). Pouco tempo depois, Coca-
Prados relatou a existéncia de circRNAs em ceélulas eucaridticas por microscopia eletronica
(COCA-PRADOS, 1979). Entretanto, na época esse achado foi considerado como um produto
de splicing errbneo ou artefato de sequenciamento, sem nenhuma funcao bioldgica aparente e,
assim, sua existéncia foi esquecida até pouco tempo (JECK et al., 2013b; SEKAR; LIANG,
2019).

Nos ultimos 10 anos, importantes descobertas foram feitas sobre os circRNAs. Foi
revelado a expressdo difusa e abundante da molécula circular em diferentes celulas e tecidos
animais pela utilizagdo das tecnologias de sequenciamento de RNA (RNA-seq) de nova
geracdo (NGS) juntamente com o enriquecimento de circRNAs por técnicas bioquimicas e
algoritmos de analise bioinforméatica (MEMCZAK et al., 2013a; RYBAK-WOLF et al., 2014;
SALZMAN et al., 2013; SALZMAN, J et al., 2012; SHEN et al., 2015). A utilizacdo desses
protocolos, também possibilitou ter um entendimento melhor sobre a biogénese, mecanismos
de acdo e caracteristicas dos circRNAs. A estrutura circular confere uma interessante
estabilidade e resisténcia a exonucleases para essa classe de ncRNA, muito maior que a de
RNAs tradicionalmente lineares (JECK et al., 2013a; ZHANG, X.-O. et al., 2016).

Sua estrutura também é responsavel por suas fungdes, envolvidas, de modo geral, na
regulacdo transcricional, nos quais ndo foram totalmente elucidados ainda, mas os papéis mais
descritos e estudados até 0 momento sdo os papeis como esponja de miRNA e proteinas de
ligacdo ao RNA (RBPs), através de sitios de ligacdo (HANSEN et al., 2013; PIWECKA et al.,
2017a), o potencial de ser traduzido por possuir sequéncias de leituras e sitios de entrada de
ribossomo para gerar peptideos (HANSEN et al., 2013; SINHA et al., 2021) e a capacidade da
molécula de regular a expressdo do gene parental ou gene precursor, no qual sdo produzidos a

partir de um pré RNA mensageiro (pré-mRNA) por processamento de splicing especifico
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chamado back-splicing (DUBE et al., 2019; EGER et al., 2018; LI et al., 2015; LU & XU,
2016).

1.2.1 Biogénese de RNAs circulares

Até 0 momento, o back-splicing é considerado o principal mecanismo responsavel pela
formacéo dos circRNAs. Ao contrério do splicing candnico, mecanismo por tras da formacao
de RNAs lineares, que envolve a ligacdo de um local doador a montante 5' a um local aceptor
de splicing a jusante 3' no pré-mRNA, 0 mecanismo de back-splicing segue uma rota diferente
na formacéao de circRNAs. No back-splicing, um local doador de splicing a jusante 5' é ligado
reversamente a um local aceptor de splicing a montante 3. Apds a circularizacao,
frequentemente, remanescem dois éxons intermediarios que sdo posteriormente processados
por outro evento de splicing para serem removidos (EGER et al., 2018; JECK et al., 2013b;
ZHANG, X. O. et al., 2016).

Assim, dois modelos foram propostos para explicar evento, demonstrados na figura 1.
Se 0 back-splicing ocorrer primeiro, serd formado um circRNA diretamente e um intermediario
éxon-intron(s)-éxon, que posteriormente pode ser processado para formar um RNA linear, esse
modelo foi referido como “splicing reverso direto” (JECK; SHARPLESS, 2014b). Por outro
lado, se o splicing candnico ocorrer primeiro, € gerado inicialmente um RNA linear e um grande
laco de intron contendo os éxons que serdo unidos posteriormente para formar um circRNA.
Esse segundo mecanismo foi denominado como “lariat precursor” ou “salto de éxon" (CHEN
& YANG, 2015; SALZMAN et al., 2012). Contudo, qual dos dois modelos é selecionado

preferencialmente por cada célula ou gene ainda é desconhecido (EGER et al., 2018).



Figura 1 — llustracdo da Biogénese de circRNAS
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Figura 1 — llustracdo da Biogénese de circRNAs: A) O modelo de "back-splicing" direto: Nesse modelo,

a estrutura de loop é formada por meio de sequéncias complementares presentes em introns adjacentes (a esquerda

da figura) ou por meio de proteinas de ligacdo a RNA (& direita da figura). Dependendo da forma como a estrutura

de loop é formada, podem ser gerados dois tipos de circRNAs. Se as sequéncias intrdnicas sdo removidas,

resultando na formacéo de circRNAs exdnicos demostrado no primeiro caso. Se as sequéncias intrénicas sdo

mantidas, é gerando circRNAs exo6nico-intrénicos, como visto no segundo caso. B) O modelo de "lariat

precursor”: Nesse modelo, primeiro ocorre o processo de clivagem canodnica, resultando na formagdo de um

precursor em forma de lariat. Em seguida, ocorre um processo chamado "back-splicing" interno, onde uma ligacéo

é formada dentro do lariat, resultando na geracdo de uma molécula de lariat duplo e um circRNA (& esquerda da

figura). A geragdo de circRNAs intrénicos depende de sequéncias ricas em GU e sequéncias ricas em citosina, que

s80 necessérias para a formacdo do lariat intrénico. Posteriormente, ocorre um processo de corte da cauda para

formar o circRNA intrénico (a direita da figura). Fonte: Li, X et al. (2020).
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O mecanismo de back-splicing é favorecido por elementos cis e trans em introns que
auxilia na justaposicdo de dois introns para formacdo dos circRNAs. Apesar do back-splicing
utilizar a mesma magquinaria spliceossomal candnica, o back-splicing € menos favoravel e
eficiente para a montagem do spliceossoma, isso explica por que 0s circRNAs sdo menos
abundantes que MRNAs em algumas células (JECK et al., 2013b; LI; YANG; CHEN, 2018).
Dessa forma sdo necessarios elementos para aproximar os locais de back-splicing, como
proteinas que se ligam ao pre-mRNA ou sequéncias de RNA nao traduzidas reversamente
complementares em ambos os lados do back-splicing. Essas regides podem ser emparelhadas,
como as sequéncias Alu presentes em introns, para aproximar o local doador a um local aceptor
de splicing e, assim, facilitar esse mecanismo assim como sequéncias ricas em nucleotideos
citosina ou e sequéncias ricas em GU (EGER et al., 2018; JECK et al., 2013; X. O. ZHANG et
al., 2014).

1.2.2 Classes de RNAs circulares

A sequéncia dos circRNAs pode ser formada por introns, éxons ou ambos. Assim, com
base na sua composicao, os circRNAs podem ser classificados em quatro tipos: circRNAS
intrénicos (CiRNAS), circRNAs exdnicos (ecircRNAS), circRNAs éxon-intron (elciRNAS) e,
por fim, os intronicos de tRNA (tricRNAs) (WANG; NAZARALLI; JI, 2016), como demostrado
na figura 2. Porém, a maioria dos circRNAs s&o construidos a partir de éxons e encontram-se
no citoplasma das células (JECK et al., 2013). No Quadro 2, é feito uma descri¢do melhor das
localizacdes dos circRNAs e algumas funcBes conhecidas associadas.

Além disso, em virtude do mecanismo de recombinacdo de éxons e introns, denominado
como circularizagdo alternativa, um tnico locus génico pode produzir maltiplos circRNAs com
essas diferentes classificacfes (JECK et al., 2013b; MEMCZAK et al., 2013b; ZHANG et al.,
2014b). Provavelmente, a circularizacdo alternativa ocorre devido a competicao de pareamento
em diferentes conjuntos de introns ou regulacdo por proteinas de ligagdo ao RNA, o que
demonstra a complexidade do mecanismo de back-splicing (JECK et al., 2013b; SALZMAN,
Julia et al., 2012; WESTHOLM et al., 2014).



Quadro 2 — Caracteristicas das classes de circRNAS

CircRNA
CiRNAs

ecircRNAs

elciRNAs

tricRNAs

Constituicdo

introns

Exons Unicos

ou maltiplos

Exon-intron

Intrénicos de
tRNA

Localizacdo

Nucleo

Citoplasma

Nucleo

Funcdes conhecidas
Podem regular a expressdo génica
através da interagdo com proteinas
regulatérias ou a regulacéo da expressao
de seus genes parentais.

Podem atuar
microRNA,;

proteinas para modular a atividade

como esponjas de

podem interagir com
celular.

Podem estar envolvidos na regulacdo da
transcricdo do gene parental; podem
interagir com fatores de transcri¢do ou a
RNA polimerase Il para modular a

atividade de genes.

Podem estar envolvidos na regulacéo da
expressdo génica, mas ainda hd muito a
ser descoberto sobre suas fungdes
bioldgicas.

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 2 — CircRNAs: biogéneses, classe e fungdo
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Figura 2 — CircRNAs: biogéneses, classe e fungdo: A biogénese de circRNA é mostrado no inicio da
figura como “modelos de formagdo de circRNAs”, para a formagdo de circRNA, s@o necessarios elementos para
aproximar os locais de back-splicing ambas as extremidades (regides de flanqueamento AG-GU), sequéncias
complementares (sequéncias ALU) ou proteinas de ligacdo a RNA (RBPs). Em seguida é demostrados os
diferentes tipos de circRNA, como os de um Unico éxon, intrdnicos, éxon-intrénicos e de multiplos éxons. Os
circRNA desempenham fun¢8es importantes, demostrado no final da figura, como esponjas de miRNA e proteinas,
a molécula pode ser traduzida ao conter regides de entrada a ribossomos, além de terem potencial como
biomarcadores. AbreviagBes utilizadas incluem CSF (fluido cerebrospinal), RISC (complexo de silenciamento
induzido por RNA) e RBP (proteina de ligagcdo a RNA). Fonte: L. CHEN et al. (2021).
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1.2.3 RNAs circulares no sistema nervoso central

Curiosamente, observou-se que os CircRNAs sdo altamente expressos em células com
ciclos mitéticos lentos, como os neurdnios (RYBAK-WOLF et al., 2014; YOU et al., 2015;
ZHANG, X. O. et al., 2016). Assim, foi demonstrado que os circRNA sdo transcritos
preferencialmente no sistema nervoso central (SNC) em comparacgdo com qualquer outro tecido
(MAHMOUDI; CAIRNS, 2019; RYBAK-WOLF etal., 2014; YOU et al., 2015). Inicialmente,
o0 enriquecimento de circRNAs no SNC foi atribuido apenas ao seu acimulo pés-transcricional.
Essa hipotese foi levantada em virtude da resisténcia a degradacédo e estabilidade da molécula,
além da lenta renovacdo das células neuronais (RYBAK-WOLF et al., 2014; ZHANG et al.,
2020a). Porém, a alta conservacao evolutiva no cérebro de diferentes organismos pluricelulares
como humanos, roedores e até mesmo em moscas, indica que os circRNAs tém potenciais
funcBGes importantes no SNC (PIWECKA et al.,, 2017a; RYBAK-WOLF et al., 2014;
WESTHOLM et al., 2014).

Foi descrito, também que a maioria dos circRNAs no SNC sao oriundos de genes que
codificam proteinas sinapticas, como a proteina de estrutura de densidade pos-sinaptica
HOMER1 (MAASS et al., 2017; WESTHOLM et al., 2014; YOU et al., 2015). Ademais, foi
demonstrado em estudos com camundongos nocauteados para o circRNA Cdrlas (também
conhecido como ciRS7) houve uma alteracdo na transmissdo sinaptica e prejuizos sensorio-
motor nos animais, associada a disturbios neuropsiquiatricos (PIWECKA et al., 2017).

Assim, os circRNAs vém sendo associados a uma série de processos bioldgicos do SNC,
incluindo a plasticidade sinaptica, a regulacdo da expressdo génica e a formacdo de memorias
(RYBAK-WOLF et al., 2014; YOU et al., 2015). Um exemplo interessante do papel dos
circRNAs na plasticidade sinaptica € o estudo recente de XU et al. (2018). Neste estudo, 0s
pesquisadores identificaram o circGRIAL, um circRNA derivado do gene do receptor AMPA,
em tecidos cerebrais post mortem de macacos machos. Ao manipular in vivo e in vitro a
expressao do circGRIAL em neurdnios do hipocampo de macacos, observou-se um aumento na
sua expressdo relacionado a idade. Esse aumento do circRNA teve um impacto significativo
nos niveis de receptores de glutamato e, portanto, na plasticidade sinaptica, indicando uma
explicacdo para a perda de fungéo sinaptica durante o envelhecimento (XU et al., 2018).

Outro indicativo da importancia da molécula circular para o cérebro € o seu aumento
dindmico e significativo ndo s6 no envelhecimento, mas como em diferentes estagios do
neurodesenvolvimento (MAHMOUDI; CAIRNS, 2019; RYBAK-WOLF et al., 2014; YOU et

al., 2015). Em embrides de camundongos foi visto uma mudanga no padréo de transcri¢do de
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circRNA associado ao inicio da sinaptogénese (DANG et al., 2016; SEKAR; LIANG, 2019;
YOU et al., 2015). Além dos transcritos lineares, uma quantidade significativa de genes,
expressa também circRNAs durante a formacéo e desenvolvimento dos neurdnios (CHEN;
HUANG; JANITZ, 2019). Em contraste, no cérebro adulto, a quantidade de circRNAs é menor
em relagdo ao descrito no cérebro fetal (XIA et al., 2017). Entretanto, estudos em cérebro de
ratos idosos e moscas Drosophila mostraram que a um aumento da expressdo de alguns
circRNAs de forma significativa em comparagdo com os controles jovens, sendo cumulativa
com o envelhecimento do cérebro (MAHMOUDI & CAIRNS, 2019; WESTHOLM et al., 2014;
XIA etal., 2017).

Diante disto, comecgou a ser questionado se o acumulo de circRNAs e a desregulacdo da
sua transcricdo estaria envolvida com doencas neurolégicas ou neurodegenerativas associadas
ao envelhecimento (XU et al., 2020). Assim, as redes de interacdo dos circRNAs a suas
participacBes em condicBGes patolégicas do SNC vem sendo estudado através de tecidos
humanos e modelos animais. Dessa forma, evidéncias atuais comegaram a mostram que a
expressao diferencial de circRNAs podem estar envolvidas no desenvolvimento e progressdo
de doencas como a DA, doenca de Parkinson, esclerose mdltipla e esquizofrenia (LUKIW,
2013; MEHTA; DEMPSEY; VEMUGANT]I, 2020; RYBAK-WOLF et al., 2014; YOU et al.,
2015).

1.2.4 Transcricdo diferencial de RNAs circulares na doenca de Alzheimer

Apesar dos circRNAs terem sido inicialmente considerados como subprodutos sem
funcéo, os circRNAs tém sido cada vez mais reconhecidos como importantes reguladores da
expressdo génica em varias condi¢Ges patoldgicas, incluindo a DA. Um dos primeiros
circRNAs a serem associados com a DA foi o circRNA CDR1as. Esse circRNA possui mais de
70 sitios de ligacdo para 0 miRNA-7, exercendo a fungdo de “esponja” de miRNA (HANSEN
etal., 2013; MEMCZAK et al., 2013). Na DA h& uma regulacdo negativa do CDR1as na regido
hipocampal, causando um aumento do miRNA-7 que regulou negativamente alvos relevantes
para a AD, como a proteina UBE2A (LUKIW, 2013). A UBE2A comanda a depuragdo de
peptideos AP e ja foi descrita estar esgotado na DA, o que contribui para o seu acumulo e
depdsito (ZHAO et al., 2016). Alem disso, a expressdo normal de CDR1as inibe a traducéo de
N-«B e induz sua localizagao citoplasmatica, estimulando a expressao de UCHLI1, que promove

a degradacdo de APP e de Beta-secretase 1 (SHI et al., 2017; ZHAO et al., 2016).
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Ap0s a descricdo do CDR1as, Vvarios outros estudos tém demonstrado que os circRNAs
podem ter um papel importante no desenvolvimento e progressédo da DA. Um estudo publicado
por Dube em 2019, revelou 31 circRNAs significativamente associados com a DA em cortex
parietal de humanos. Esses circRNAs foram associados com Clinical Dementia Rating (CDR)
e com o Braak Score na DA, indicando sua correlacdo com estados clinicos e gravidade da
doenca. Surpreendentemente, a expressdo dos circRNAs foi responsavel por uma variagao
maior no desempenho de CDR do que o gene da APOE €4, que ¢ um importante fator de risco
paraa DA (DUBE et al., 2019).

Adicionalmente, a andlise das assinaturas transcricionais de circRNAs entre cérebros
com EOAD e LOAD possibilitou a identificacdo de diferencas significativas entre esses dois
tipos de doenca (CHEN et al., 2022). Foi constatado um aumento na expressao do circPSEN1,
gue néo foi encontrado em casos de Alzheimer esporadico ou controles, sendo esse resultado
independentemente da idade e da gravidade da doenca, medida pelo escore Braak NFT. Porém,
Chen et al. (2022) sugerem que esse aumento nao é especifico para portadores da mutacao
PSEN1, pois resultados semelhantes foram observados em portadores da mutacdo APP,
indicando um mecanismo bioldgico especifico para o circPSEN1 na EOAD. Além disso,
analises bioinforméticas previram a ligagdo do circPSEN1 com 26 miRNAs, os quais estdo
associados de maneira significativa a varias vias, incluindo as vias de orientacdo wnt, hipo e
axonica, que ja foram relacionadas ao desenvolvimento da DA e a neuroinflamacdo (CHEN et
al., 2022).

Estudos em modelos animais para a DA tém se mostrado importantes para replicar
resultados encontrados em amostras humanas. Por exemplo, um estudo em camundongos
Tg2576, modelo para DA que superexpressa uma forma mutante de APP (isoforma 695),
analisou a expressao de circRNA por meio da técnica de microarray aos sete e doze meses de
idade dos animais (LEE et al., 2019). Os resultados mostraram que 101 circRNAs foram
desregulados aos sete meses e doze circRNAs aos doze meses. Ao analisar as redes circRNA-
miRNA-mRNA o estudo revelou 2.275 redes desreguladas aos sete meses e 38 redes aos doze
meses. Além disso, analises de ontologia génica (GO) e de vias demonstraram que 0s MRNAS
desregulados nessas redes representam 0s mecanismos patoldgicos da DA em cada estagio da
doenga, incluindo vias de ativacdo do sistema imunolégico, inflamatorias e de producao de
especies reativas de oxigénio (LEE, W.-J. et al., 2019).

Em conclusdo, os estudos recentes sugerem que os CircRNAs podem ter um papel

importante na patogénese da DA por meio da regulacdo da expressdo génica e da modulagéo
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da atividade celular (CHEN et al., 2022; LEE, W.-J. et al., 2019; LUKIW, 2013; ZHANG et
al., 2020b). No entanto, o mecanismo molecular subjacente ao papel dos circRNAs na DA ainda
é pouco compreendido. Estudos futuros sdo necessarios para elucidar o papel dos circRNAs na

DA e seu potencial como biomarcadores e alvos terapéuticos na doenca.

1.2.5 Recentes achados de RNAs circulares como possiveis biomarcadores para a
doenca de Alzheimer

As qualidades de um biomarcador considerado confiavel incluem estabilidade,
capacidade de detectar alteragdes relevantes com alta sensibilidade e especificidade, precisao
na medicao e capacidade de ser reproduzido em diferentes estudos (ZHANG; YANG; XIAO,
2018). Levando em consideracao os achados da desregulacéo transcricional dos circRNAs na
DA, a estabilidade incomum, apresentando uma meia-vida de 48h em comparacdo com 10h
para um mRNA e a especificidade de expressdo dos circRNas, comecaram se especular sobre
a possibilidade de usar as moléculas circulares como biomarcador (JECK; SHARPLESS,
2014a; MENG et al., 2017; ZHANG; YANG; XIAO, 2018; ZHAO et al., 2016). Assim, 0 uso
de circRNAs como biomarcadores da DA comecou a ser objeto de alguns estudos recentes na
literatura cientifica.

Um estudo conduzido por Li Liu, investigou o perfil de expressdo de circRNAs em
amostras de sangue periférico de pacientes com DA e identificou 254 circRNAs
diferencialmente expressos (CDE, do inglés CirRNA differentially expressed) em comparacéo
com controles saudaveis (LI LIU et al., 2020). Entre os circRNAs identificados, o
hsa_circ_0003391 se destacou como 0 mais importante, uma vez que apresentou uma
diminuicdo significativa nos niveis de expressdao em pacientes com DA em compara¢do com
controles. Além disso, em compara¢do com outros tipos de deméncia a expressdo de
hsa_circ_0003391 em pacientes com DA apresentou uma diminuicdo especifica. Estudos
correlacionais mostraram que 0s niveis de hsa circ_0003391 estavam positivamente
relacionados com escores de testes cognitivos, como mini-mental state (MMSE), MoCA,
RAVLT-1 e RAVLT-D, e negativamente correlacionados com CDR. Além disso, 0s niveis de
hsa_circ_0003391 estavam positivamente correlacionados com os volumes do hipocampo nas
imagens de ressonancia magnetica, sugerindo que esse circRNA pode estar envolvido com a
patogénese da DA e pode ser um possivel biomarcador (LI LIU et al., 2020).

Outro exemplo de estudos avaliando circRNAs como biomarcadores ¢ a publicacdo de

Li em que o grupo avaliou o perfil de expressao de circRNAs como biomarcadores em LCR de
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pacientes com DA e controles por microarray. 112 circRNAs foram encontrados regulados
positivamente e 51 circRNAs foram regulados negativamente em comparag&o com os controles.
As analises bioinformaticas das redes de interacdes desses CircRNAs desregulados foram
ligadas a processos como sinalizacdo celular, morte neuronal, citotoxicidade e sinapses
colinérgicas. As andlises de regressdo logistica multivariada revelaram que cinco circRNas
(circ-AXL, circ-GPHN, circ-ITPR3, circ-PCCA e cic-TTC39C) foram fatores preditivos
independentes para o risco de DA. Além disso, foram encontradas correlagdes entre 0s niveis
de circRNAs e o0 escore do MMSE bem como com niveis de proteinas associadas a DA, como
AP42 e p-tau (LI, Y. etal., 2020).

Estes resultados sugerem que os circRNAs apresentam um potencial promissor como
biomarcadores para a DA, devido a sua expressdo alterada em tecidos cerebral e fluidos
bioldgicos de pacientes, bem como a sua associacdo com processos bioldgicos relacionados DA
(LI LIU et al., 2020; L1, Y. et al., 2020; PISCOPO et al., 2022). Estudos tém demonstrado que
circRNAs presentes em exossomos podem atravessar a barreira hematoencefélica e ser
detectados em fluidos corporais, possibilitando o uso da molécula futuramente para
diagnosticos, prognosticos e monitoramento frequente da terapia para diferentes tipos de
doencas (Jeck & Sharpless, 2014b; Y. Li et al., 2020; Z. Zhang et al., 2018). No entanto, até o
momento, foram documentados poucos candidatos a biomarcadores de circRNA para DA,
havendo menos de 10 estudos publicados fazendo essa andlise atualmente. Isso enfatiza a
necessidade de mais pesquisas para validar e confirmar esses achados, bem como investigar a

funcdo dos circRNAs na DA e seu potencial terapéutico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a transcrigdo de circRNAs em regides vulneraveis a DA em um modelo animal

transgénico de amiloidose humana por métodos de bioinformética

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
I.Buscar de forma sistematica na literatura dados de sequenciamento de nova geragao (em
especifico, RNA-seq) ou microarranjo de circRNAs em modelos transgénicos para a DA.
I1.Analisar os bancos de dados selecionados por expressdo diferencial em busca de
circRNAs diferencialmente expressos nos modelos animais com mutacgdes da DA familiar;
I11.Analisar as vias de Ontologias genicas dos genes precursores dos CircRNAS;
IV.Encontrar circRNAs diferencialmente expressos em interseces entre os bancos de
dados por métodos de bioinformatica;
V.Analisar a funcdo dos circRNAs diferencialmente expressos no modelo de amiloidose

humana em intersecdes entre os bancos de dados.
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PARTE I
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTRATEGIA DE BUSCA DE DATASETS E ANALISES BIOINFORMATICAS

Os bancos de dados contendo informacdes sobre a expressao de circRNAs na DA foram
buscados nas bases de dados PubMed e Web of Science, além da busca no repositorio de dados
genéticos Gene Expression Ombibus (GEO), usando o termo de busca “(CircRNA OR circRNAs
OR circular RNA) AND (Alzheimer OR Alzheimer's disease OR alzheimer's)”. A busca resultou
em 281 registros, além de 12 registros adicionais identificados por varredura de listas de

referéncias.

Os critérios de exclusdo dos artigos e bancos de dados foram: Artigos ou bancos de
dados duplicados, revisdes, estudos que ndo avaliavam a DA ou circRNAs, estudos com apenas
dados computacionais, estudos com apenas andlise por RT-gPCR, estudos que ndo satisfizeram
controle de qualidade do RNA-seq ou microarranjo, estudos que ndo avaliavam a regides
vulneraveis para DA e que ndo utilizavam modelos transgénicos para a doenca de Alzheimer.
Dessa forma, foram incluidos em nosso trabalho apenas estudos com dados de sequenciamento
originais de RNA-seq ou microarranjo. Desses, foram excluidos os bancos de dados que nao
tinham seus dados compativeis com o estudo publicado ou com a descri¢do da amostra, que ndo
possuiam controles pareados na amostra, e estudos que ndo possuiam no minimo trés amostras
por grupo. Ao todo, trés bancos de dados foram considerados adequados para analises
bioinformaticas no presente estudo (GSE166393, GSE158995 e PRINA712946).

3.2 MODELO DE AMILOIDOSE APPSWE/PSEN1DE
Os dados de RNAs utilizado no presente projeto séo derivados do modelo animal para

a DA de camundongo transgénico APPswe/PSEN1d (https://www.alzforum.org/research-

models/appswepsenlde9-c57bl6). Os camundongos APPswe/PSEN1dE foram criados em um
fundo hibrido C57BL/6J e expressam o gene PSEN1 humano sem exon 9 (dE9) e a APP

quimérico de camundongo/humano com a mutagdo sueca, ambos 0s genes sao dirigidos através

do promotor da proteina prion de camundongos. Nesse modelo as placas Ap comecam a
acumular no cortex por volta dos 4 meses de idade, mas no hipocampo as placas Ap surgem
por volta dos 6 meses e aumentam o0 seu acumulo com o decorrer com a idade
(MINKEVICIENE et al., 2008). Os dados de RNAseq gue encontramos na literatura pertencem
a esse modelo nas idades de 4 meses, 6 meses e 8 meses (GSE166393, GSE158995 e
PRINA712946).


https://www.alzforum.org/research-models/appswepsen1de9-c57bl6
https://www.alzforum.org/research-models/appswepsen1de9-c57bl6
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3.3 ANALISES DE BIOINFORMATICA: EXTRAQAO DOS DADOS E
ALINHAMENTO DOS ARQUIVOS FASTQ

A analise bioinformatica deste estudo foi iniciada com o download dos arquivos SRA
(Sequence Read Archive) de cada banco de dados incluido na pesquisa (GSE166393,
GSE158995 e PRINA712946). Em seguida, os arquivos SRA foram convertidos em arquivos
FASTQ utilizando o SRA Toolkit (LEINONEN et al., 2011). Para realizar o alinhamento das
sequéncias de Mus musculus ao genoma de referéncia de Mus musculus (GRCm39), utilizou-
se 0 algoritmo de alinhamento BWE-MEM (GAO; ZHANG; ZHAO, 2018). Esse algoritmo é
altamente eficiente para mapear sequéncias em um genoma de referéncia extenso (GAO;
ZHANG; ZHAO, 2018; LI, 2013).

3.3.1 Andlise das leituras de juncéo usando o algoritmo CIRI2

Os arquivos SAM foram processados através do algoritmo CIRI v2.0.6 (CIRI2 -
CircRNA Identifier) (GAO; WANG; ZHAO, 2015). A ferramenta CIRI2 escaneia 0s arquivos
SAM duas vezes e coleta informacdes para identificar e caracterizar os circRNAs. Durante a
primeira varredura, o CIRI2 diferencia as leituras de juncdo com emenda reversa (BSJ) e
leituras ndo BSJ usando estimativa de maxima verossimilhanga eficiente (MLE) com base em
correspondéncia multipla de sementes e armazena esses resultados intermediarios em um
arquivo temporario (GAO; WANG; ZHAO, 2015).

Depois que todos os encadeamentos forem concluidos, esses arquivos temporarios serao
escaneados novamente. O segundo escaneamento é feito para detectar leituras de juncdes
adicionais e a0 mesmo tempo faz a filtragem para eliminar candidatos falsos positivos
resultantes de mapeamento errdbneo ou sequéncias repetitivas e assim faz a previsao final do
circRNA. Ao final das duas leituras, os circRNAs identificados sdo emitidos como informacdes
de anotacdo (GAO; WANG; ZHAO, 2015).

Dessa forma, CIRI2 o é extremante eficiente na filtragem de falsos positivos e com alta
sensibilidade. Essa maior capacidade de diferenciagdo combinada com multithreading permite
gue o CIRI2 seja executado mais rapidamente e use a RAM com mais eficiéncia (GAO;
WANG; ZHAO, 2015).

A ferramenta CIRI v2.0.6 foi selecionada como a opcéo ideal para a identificacdo de
circRNA, com base em um estudo que avaliou o desempenho de varios métodos disponiveis na

literatura. Este estudo destacou a ferramenta CIRI como a mais mencionada e, mais importante
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ainda, demonstrou sua robustez e alta sensibilidade em compara¢do com outras ferramentas
avaliadas. Portanto, CIRI é altamente recomendado como uma opc¢éo confiavel e eficiente para
a identificacdo de circRNA (CHEN et al., 2021a).

3.3.2 Identificacdo dos RNAs circulares diferentemente expressos

Apols as andlises utilizando o algoritmo CIRI2, identificamos 0s CcircRNAs
diferentemente expressos entre as amostras de caso e controle. A andlise foi realizada nos trés
bancos de dados incluidos no estudo através da utilizagcdo da biblioteca DESeq2 (versao3.15)

do software R (valor de p < 0,01).

3.3.3 Genes precursores de RNASs circulares

Atualmente, a falta de uma padronizacdo da nomenclatura entre bancos de dados é um
desafio enfrentado em estudo de circRNA e seus respectivos IDs ndo séo universais. Algumas
opcoes de IDs incluem um ID definido por espécies_circ_numero, apenas o simbolo de gene
junto com “circ” (circ+simbolo do gene) ou nome de convencéo, e alguns bancos de dados
usam o simbolo do gene hospedeiro com niimeros de acesso ou loci BSJ como ID (L. CHEN et
al., 2021). CircBank fez uma tentativa de unificar a nomenclatura com o esquema proposto de
“hsa-CircGENE-x" (sendo GENE o simbolo do gene hospedeiro e 'x' o nimero baseado na
posicdo do circRNA no gene hospedeiro) (L. CHEN et al., 2021). Uma nomenclatura
padronizada € uma necessidade urgente para pesquisas com circRNAs, tornando-se um desafio
para 0s pesquisadores e para a area, especialmente considerando a complexidade dos circRNA
e do back-splicing. Diante disso, a maioria de nossas analises levou em consideracdo o gene
precursor ou gene parental de circRNAs para indiretamente analisar os CircRNAs.

3.3.4 Analises de enriquecimento funcional no GO
As andlises de enriquecimento funcional no Gene Ontology (GO) dos CDES foram
realizadas usando o pacote ClusterProfiler R. O GO (http://geneontology.org/) € um banco de

dados de anotacdo de genes utilizado para investigar genes e proteinas em termos de sua
composi¢do celular, funcdo molecular e processos bioldgicos. Essa abordagem permite
compreender melhor as caracteristicas e as fungGes dos genes associadas a formacdo de
circRNAs identificados.


http://geneontology.org/
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3.3.5 Anélise de similaridade entres os bancos de dados

Foi utilizado o pacote UpSetR (versdo v1.4.0) para realizar a anélise dos trés bancos de
dados, a fim de identificar os genes que se encontram em interseccdo entre eles. O pacote
UpSetR emprega um layout baseado em matriz, assim, o UpSetR permitiu encontrar os genes
parentais produzindo circRNAs comumente desregulados entre os trés estudos independentes
do modelo APPswe/PSEN1dE (CONWAY; LEX; GEHLENBORG, 2017).

Ap0s identificar os genes parentais que apresentam circRNAs comumente desregulados
nos bancos de dados, os resultados foram organizados em planilhas do Excel. Em seguida,
adotamos uma estratégia que consistiu na analise das localizagbes cromossémicas dos
circRNAs derivados desses genes. Essa abordagem envolveu a comparacdo de todas as
localizacdes utilizando filtros no Excel, que permitiram identificar as localizacdes que séo
exatamente iguais. Essa abordagem foi empregada com o intuito de conferir maior
confiabilidade as nossas analises, possibilitando a avaliacdo se 0s genes comuns entre 0s
estudos estdo de fato produzindo os mesmos circRNAs.

3.3.6 Busca dos potenciais funcdes dos RNAs circulares utilizando o circFunbase

O circFunBase (https://bis.zju.edu.cn/CircFunBase/) € um banco de dados que se

destaca por abranger um grande nimero de circRNAs em seu indice. Diferentemente da maioria
dos bancos de dados, que se concentram principalmente em circRNAs humanos, o circFunBase
também inclui circRNAs detectados em outras espécies (VROMMAN; VANDESOMPELE;
VOLDERS, 2021).

Para prever as fungdes dos circRNAs, utilizamos o circFunBase por meio da busca do
gene precursor associado a cada circRNA. Essa abordagem permite explorar as informacoes
disponiveis no banco de dados e obter insights sobre os potenciais fun¢des dos circRNAS.
Contudo, ndo encontramos todos os genes precursores que foram buscados no banco de dados.
Dos 16 genes encontrados em comum nos camundongos APPswe/PSEN1dE9 de 4, 6 e 8 meses,

nossa busca retornou apenas 4 genes e 5 redes de interagdo na espécie.

3.3.7 Potenciais redes de regulagdo dos RNAs circulares

Ap0s a busca pelas possiveis fungdes dos circRNAs associados aos genes de interesse
nos estudos analisados, observamos que a maioria das funcdes atribuidas estava relacionada a
regulacdo de miRNAs. Com base nesses resultados, utilizamos as informagdes obtidas nas

buscas no circFunBase para prever os possiveis MRNAS regulados pelos miRNAs identificados


https://bis.zju.edu.cn/CircFunBase/
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em nossa anélise, considerando-0s como potenciais alvos de regulagdo dos circRNAs, pelo
banco de dados MiRDB (https://mirdb.org/).

No entanto, devido a extensdo dos resultados das buscas de regulacdo de miRNAs e
MRNAS, percebemos que seria necessario filtrar esses resultados, direcionando nossa atencéao
para as redes de regulacdo que sejam relevantes para a DA. Essa etapa de filtragem nos
permitiria identificar as interag0es mais significativas e pertinentes, concentrando-nos nas redes

de regulagédo que possam desempenhar um papel importante no contexto da DA.


https://mirdb.org/
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4.1 SELECAO DOS BANCOS DE DADOS
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Os resultados do processo de busca e selecdo dos bancos de dados esta mostrado na

Figura 1.

Figura 3 — Diagrama de fluxo da selecéo dos bancos de dados
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Figura 3 — Diagrama de fluxo da selecdo dos bancos de dados: Raz&o 1: sem grupo modelo transgénico

para DA efou grupo controle; razdo 2: ndo utilizam RNA-seq ou microarranjo; razdo 3: os dados de

sequenciamento ou bancos de dados ndo puderam ser encontrados; razao 4: tamanho amostral menor que trés em

cada grupo (controle ou DA); razdo 5: artigos que avaliam o mesmo banco de dados (excluir um deles); razdo 6:

estudos apenas com analises in silico; razdo 7: estudos que apresentavam seus métodos ou resultados confusos.

Cada artigo considerado ilegivel precisou apresentar um banco de dados Gnico e compativel com as outras razdes

para ser analisado. Ap6s algumas discussdes decidimos deixar nossa anélise mais homogenia, selecionando apenas

0 modelo APPswe/PSEN1dED9, assim foi formulado mais um critério de exclusdo. Figura elaborada pela autora.

De forma resumida, a busca no banco de dados identificou 314 estudos (118 artigos do

PubMed e 176 artigos do Web of Science e 12 bancos de dados do Gene Expression Omnibus -

GEO). Realizamos a busca dessa maneira porque os bancos de dados disponiveis em
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repositorios genéticos como o GEO eram limitados. Essa foi a abordagem que encontramos
para capturar outros bancos de dados que ndo estdo depositados em repositorios genéticos. Ao
final, incluimos 3 bancos de dados para as analises de bioinformatica. As principais razes para
a excluséo na fase de avaliacao de elegibilidade foram:

a) estudos que ndo avaliaram circRNAs em modelos transgénicos para a DA e/ou ndo
ha grupo controle;

b) estudos que avaliaram a transcricdo de circRNAs por métodos de transcritora como
RNA-seq e microarranjo;

c) banco de dados ndo encontrado (apds contatar os pesquisadores do estudo);

d) tamanho da amostra menor que 3 amostras por grupo;

f) Artigos que analisavam o mesmo banco de dados (excluir um deles);

g) estudos apenas com analises in silico;

h) estudos que apresentavam seus métodos ou resultados confusos;

Foram identificados seis estudos potencialmente elegiveis na busca pelos bancos de
dados. Entretanto, optamos por realizar nossas analises com base em um modelo selecionado,
0 APPswe/PSEN1dE9, que apresentou a maior ocorréncia entre os bancos de dados com
exatamente a mesma mutacgéo. Por essa raz&o, os estudos que ndo avaliaram esse modelo foram
excluidos (W. J. Lee et al., 2019; Ma et al., 2019; Ma et al., 2020; Nam et al., 2020 e
GSE216901). No total, trés estudos foram incluidos nesta analise - um proveniente da busca no
GEO e dois nas bases de dados. Assim, essa estratégia foi tomada para manter a homogeneidade

na selecdo dos estudos para garantir a qualidade das nossas analises.

4.2 CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS INCLUIDOS

Como mencionado anteriormente, para deixar nossas analises mais homogéneas e
diminuir o risco de vieses pelos diferentes modelos para AD, decidimos incluir s6 bancos de
dados que analisam os modelos com as mesmas mutagdes. Assim, todos 0s bancos de dados
incluidos na para analises bioinformaticas eram estudos que utilizavam os camundongos
APPswe/PSEN1dE9. Além de ser o modelo mais prevalente em nossa busca, 0 camundongo
modelo é amplamente empregado em estudos sobre a DA. Por essas razdes, optamos por utilizar
os dados genémicos desse modelo na presente pesquisa.

Camundongos do modelo APPswe/PSEN1dE9 e seus controles foram utilizados neste
estudo, com idades de 4 meses, 6 meses e 8 meses (GSE166393, GSE158995 e PRINA712946,

n = 3 por grupo) com controles pareados para cada grupo. Além disso, 0s 3 bancos de dados
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utilizaram o hipocampo dos animais para a anélises de RNA-seq. Considerando as analises de
sequenciamento realizadas no hipocampo dos animais de 4 meses, as alteracdes relacionadas a
placas B-amiloides ndo estdo presentes, enquanto nas andlises realizadas nos animais de 6
meses, ja € possivel detectar o inicio do acimulo de placas A, e aos 8 meses, sdo observadas
significativas alteragdes segundo o gendétipo do animal (MINKEVICIENE et al., 2008), como
demostrado na figura 4 e descrito mais detalhadamente no capitulo 3.2 deste estudo.

Figura 4 — Caracteristicas fenotipicas do modelo APPswe/PSEN1dE9

1més Smeses Gmeses 9meses 12meses
B Flacas AR no cortex M Gliose W Perdasinaptica
B Placas AR no hipocampo Comprometimento cognitivo
| F =)

Fonte: Adaptacéo de (APPswe/PSEN1dE9 (C57BL6) | ALZFORUM, n.d.).

4.3 PERFIL DE EXPRESSAO DE CIRCRNAS

Foram analisados um total de 4625 circRNAs no hipocampo de camundongos
APPswe/PSEN1dE9 com idades de 4 meses (GSE166393), 3230 circRNASs no hipocampo de
camundongos de 6 meses (GSE158995) e 3753 circRNAs no hipocampo de camundongos de
8 meses (PRJ158995). Nos animais de 4 meses, foram encontrados 41 CDES de forma
significativa considerando pval < 0.01, dos quais 25 foram regulados positivamente e 16 foram
regulados negativamente. Ja nos camundongos de 6 meses, foram identificados 82 CDES de
forma significativa, também considerando pval < 0.01, dos quais 44 foram regulados
positivamente e 38 foram regulados negativamente. Por fim, 425 CDES de forma significativa
(pval < 0.01) foram encontrados nos camundongos de 8 meses, em que 297 foram regulados
positivamente e 128 foram regulados negativamente. A Figura 5 mostra graficos de vulcdo que

ilustram o padréo de expressédo de circRNAs.



Figura 5 — Graficos de vulcdo sobre a expressao diferencial de circRNAs na DA
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Figura 5 — Gréficos de vulcdo sobre a expressdo diferencial de circRNAs na DA: Expressdo diferencial de

circRNAs em camundongos APPswe/PSEN1dE9.Volcano plot representacbes de CDES (pvalor <0,01) no
hipocampo de APP/PS1 vs controle (n=9). (A) Banco de dados GSE166393, (B) GSE158995 e (C) PRINA712946.
(D) Representacdo da quantidade de circRNAs expressos diferencialmente ao longo das idades nos trés estudos.

Fonte: Elaboraco propria.
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4.4 ANALISES DE ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

Conforme mencionado anteriormente no capitulo 3.1.4, a falta de padronizacdo da
nomenclatura e a escassez de estudos publicados dificultam a analise de CircRNAs. Portanto,
a analise de ontologia génica (GO) foi realizada com base nos genes precursores dos CircRNAS
que apresentaram expressdo diferencial no modelo de camundongo APPswe/PSEN1dE9. Aos
4 meses de idade, foi observada uma expresséo diferencial de circRNAs em quantidades baixas,
0 que resultou na identificacdo de poucos genes precursores de circRNAs. Conforme ilustrado
na Figura 6, a analise dos genes precursores dos circRNAs aos 4 meses resultou na identificacéo
de quatro conjuntos de resultados de GOs como demostrado na figura 6. Esses GOs incluiram
0 GO:0043113, que esta relacionado ao agrupamento de receptores; o GO:0005923, que esta
relacionado as junces bicelulares; 0 GO:0070160, que esta relacionado as juncdes celulares; e
0 GO:0043296, que esta relacionado aos complexos de juncao apical. Vale destacar que esses
GOs podem ser agrupados em um cluster que esta relacionado as juncgdes celulares.

Nos camundongo APPswe/PSEN1dE9 de 6 meses, a andlise de GO identificou 97
processos biologicos (BPs), 38 componentes celulares (CCs) e 8 funcdes moleculares (MFs).
Esses resultados foram agrupados em 28 clusters para uma melhor analise, conforme
demonstrado na Tabela 3. Enquanto nos camundongo APPswe/PSEN1dE9 de 8 meses podem
ser predominantemente enriquecidos em 278 BPs, 70 componentes celulares (CCs) e 71
funcdes moleculares (MFs). Esses resultados, também foram agrupados, resultando 68 clusters,
conforme demonstrado na como demostrados na Tabela 4.

Ao compararmos o0s enriquecimentos de Gene Ontologies (GOs) entre as idades de 6
meses e 8 meses, identificamos a presenca de 57 GOs compartilhados. Curiosamente,
observamos que a porcentagem de enriquecimento desses GOs aumentou em média 10% aos 8

meses em comparagdo com os 6 meses, conforme ilustrado na figura 7.
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Figura 6 — Anélise GO dos genes precursores de CcircRNAs nos camundongo
APPswe/PSEN1dE9 de 4 meses (GSE166393)

GSE166393
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GO:0043113 G0O:0005923 GO:0070160 GO:0043296

ID

Figura 6 — Andlise GO dos genes precursores de circRNAs nos camundongo APPswe/PSEN1dE9 de 4 meses
(GSE166393): Distribuicdo das sequéncias por ontologias dos termos do Gene Ontology em camundongos
APPswe/PSEN1dE9 com 4 meses de idade. Fonte: Elaboragéo propria.

Quadro 3 — Analise de agrupamento de enriquecimento funcional de circRNASs nos

camundongo APPswe/PSEN1dE9 de 6 meses (GSE158995)

NUmero do Cluster Nome do Cluster
Regulacéo da localizacdo de proteinas na membrana plasmatica
Organizacdo do filamento de actina
Regulacéo do transporte transmembrana de fons e cations
Regulacgéo do potencial de membrana
Crescimento de organismo multicelular
Regulacdo da exocitose da vesicula sinaptica
Pequena transducéo de sinal mediada por GTPase.

Regulacdo da organizacdo do citoesqueleto de actina.

© 00O N o o B~ W N P

Regulacéo positiva da montagem da sinapse.
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10 Organizacdo sinaptica.

11 Montagem de sinapse.

12 Regulacdo da polimerizacdo de proteinas.

13 Contracdo muscular.

14 Desenvolvimento dendritico.

15 Regulacéo da cognicéo.

16 Regulagdo positiva da adesdo célula-substrato.
17 Potencial pos-sinaptico excitatorio.

18 Regulacdo da frequéncia cardiaca.

19 Regulagdo da organizacédo pos-sinapse.

20 Regulacdo da Secrecdo de Proteinas.

21 Transporte mediado por vesiculas na sinapse
22 Homeostase da glicose celular

23 Importacdo de ions de célcio

24 Regulagem da montagem filopodium

25 Localizagdo de proteinas para sinapse

26 Movimento baseado em filamento de actina
27 Organizagdo da espinha dendritica

28 Regulacdo da via secretora das células

Fonte: Elaboragao propria.

Quadro 4 —Anélise de agrupamento de enriquecimento funcional de circRNAs nos

camundongo APPswe/PSEN1dE9 de 8 meses (PRJ158995)

NUmero do Cluster Nome do Cluster
Regulagdo da morfogénese axonal e dendritica
Via de sinalizacdo Wnt
Regulacéo da atividade da GTPase
Organizacdo sinapse
Manutencdo da localizacdo da proteina na célula
Autofagia
Regulacéo de vias de sinalizagéo

Regulacéo positiva do desenvolvimento da proje¢do neuronal

©O© 00 N oo o B~ W DN P

Organizacdo estrutural de componentes celulares

10 Transporte transmembrana de ions

11 Regulacdo do potencial de membrana

12 Resposta ao estresse oxidativo

13 Regulacédo do transporte de ions

14 Regulacgdo do transporte transmembrana de ions e cation
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

Importacdo e exportacdo de proteinas para o nucleo
Adesao celular

Comportamento

Regulacéo positiva da cascata de quinase MAP por estresse
Resposta celular ao estimulo do horménio peptidico
Desenvolvimento p6s-embrionario

Desenvolvimento do tubo neural embrionario
Regulagdo negativa de quinase e modificacdo de proteinas
Sinalizacdo mediada por vias de transducéao de sinais
Resposta celular ao estresse oxidativo

Transporte de &nions inorgénicos

Regulacédo da diferenciacdo neuronal

Regulacédo da ligacdo de proteinas

Regulacdo do processo apoptético de neurbnios
Desenvolvimento da retina neural

Internalizacdo do receptor

Modificacdo pos-traducional de proteinas
Aprendizagem ou memoria

Regulacdo positiva da atividade da proteina quinase
Aprendizagem visual

Transporte intracelular

Regulacdo da migracdo de células endoteliais
Regulacdo da adesdo celular

Montagem de sinapse

Desenvolvimento do cortex cerebral

Resposta a insulina

Processos metabdlicos de lipidios

Regulacdo da autofagia

Acetilacdo de histonas

Regulacdo da organizacdo celular e sinaptica
Organizacao e formagdo de projecdes neuronais
Regulacdo da endocitose

Regulacdo do pH intracelular

Desenvolvimento celular

Modificacdo e regulacdo do DNA e transcri¢do génica
Regulacdo da morfogénese celular envolvida na diferenciacéo
Homeostase tecidual

Regulacéo das estruturas celulares e jungdes intercelulares

41
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53 Tetramerizacdo de proteinas

54 Regulacédo negativa da fosforilacéo

55 Regulacédo do transporte transmembrana de glicose

56 Localizacdo de proteinas sinapticas

57 Regulacédo da potencializacdo sinaptica de longo prazo

58 Resposta a estimulos extracelulares

59 Transporte de ions calcio para o citosol

60 Resposta a compostos quimicos

61 Regulacdo positiva do transporte e localizacéo de proteinas

62 Regulacéo da atividade do transportador

63 Regulagdo do desenvolvimento morfoldgico

64 Regulacdo negativa da atividade da transferase

65 Processo metabdlico celulares

66 Migrac&o tecidual

67 Desacilagdo de macromoléculas

68 Regulacgéo do transporte de aminoacidos

Fonte: Elaboragao propria.
Quadro 5 — GOs compartilhados entre os bancos de dados de 6 meses (GSE158995) e 8

meses (PRINA712946)

ID GO Funcdo traduzida

1 G0:0099173 Organizacdo da pés-sinapse

2 G0:1901890 Regulacéo positiva da montagem de juncéo celular

3 G0:1904377 Regulacao positiva da localizagdo de proteinas a periferia celular
4 G0:1904375 Regulacdo da localizacdo de proteinas a periferia celular
5 G0:0042391 Regulacédo do potencial de membrana

6 G0:1903829 Regulacdo positiva da localizagdo de proteinas

7 G0:0034765 Regulacédo do transporte iénico transmembrana

8 G0:0031589 Ades&o célula-substrato

9 G0:1904062 Regulacédo do transporte ibnico transmembrana de cations
10 GO0:0007264 Transducdo de sinal mediada por GTPases pequenas

11 G0:0034329 Montagem de juncéo celular

12 G0:1905475 Regulacédo da localizacdo de proteinas @ membrana

13 G0:0106027 Organizacao de projecdo de neurénio

14 G0:0099175 Regulacdo da organizacdo pos-sinapse

15 G0:1905477 Regulacéo positiva da localizacao de proteinas @ membrana
16 G0:0060078 Regulacéo do potencial de membrana pds-sinéptico

17 G0:1901888 Regulacdo da montagem de juncéo celular
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

G0:0010810
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Montagem de sinapse

Transporte transmembrana de ions potéssio
Transducdo de sinal de proteinas Ras
Organizacao de espinhas dendriticas
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Desenvolvimento de células musculares
Sinapse glutamatérgica

Sinapse colateral de Schaffer - CAl
Membrana sinaptica
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Espinha dendritica

Pré-sinapse
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Complexo transportador
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Espinha dendritica

Parte apical da célula

Sinapse assimétrica

Sinapse neurdnio-neurdnio

Complexo de canal catidnico

Complexo transportador transmembrana
Membrana plasmatica basal

Complexo de canal iénico

Parte basal da célula

Ligacdo a extremidade C-terminal da proteina
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56 G0:0003779 Ligacdo a actina
57 G0:0044325 Ligacdo a transportador transmembrana

Fonte: Elaboracéo prépria.

Figura 7 — Porcentagem de variagdo dos GO compartilhados entre os bancos de dados de 6
meses (GSE158995) e 8 meses (PRINA712946)
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Figura 7 — Porcentagem de variacdo dos GO compartilhados entre os bancos de dados de 6 meses (GSE158995) e
8 meses (PRINA712946): Enriquecimento em porcentagem de GOs compartilhados entre as idades de 6 meses
(GSE158995) representados em cores mais escuras e 8 meses (PRINA712946) representado em cores mais claras.
O eixo x mostra os termos GO dos processos biolégicos (BP), componentes celulares (CC) e fungdes moleculares

(MF), enquanto o eixo y mostra a porcentagem de enriquecimento génico. Fonte: Elaboracdo prépria.

4.5 GENES PRECURSORES DE CIRCRNAS DIFERENTEMENTE EXPRESSOS
COMPARTILHADOS ENTRE OS ESTUDOS

Para predizer a presenca de CDES comuns aos trés estudos analisados, utilizou-se 0s
genes precursores desses circRNAs desregulados e o pacote UpSetR. Os resultados revelaram
que 13 genes (ANKRD12, ATP11B, CCDC141, CD2AP, FMN1, HOMER1, ILIRAP, NDST3,
SHROOM4, SLC12A2, STIP1, TET1, VPS13C) formando CDES foram compartilhados entre
0s grupos de 6 meses e 0 grupo de 8 meses de idade, enquanto 4 genes (CCDC141, IPCEFL1,
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NLRP5-PS, ZC3H11A) formando CDES foram identificados entre 0s grupos de 4 e 8 meses de
idade. Além disso, somente o gene CCDC141 foi identificado em comum entre os grupos de 4
e 6 meses de idade, e esse mesmo gene foi encontrado formando CDES em todos 0s grupos.
Esses achados podem sugerir a existéncia de circRNAs especificos para cada idade do modelo,
bem como a presenca de circRNAs compartilhados entre diferentes grupos.

Apos identificar os genes precursores de CDES, realizamos uma analise das
localizagcBes genémicas dos circRNAs derivados desses genes. Essa estratégia visa fornecer
uma maior confiabilidade ao verificar se estamos vendo o mesmo circRNA em estudos
independentes ou se diferentes genes estdo produzindo circRNAs distintos. A Tabela 6
apresenta os resultados dessa andlise, destacando apenas as localizagfes exatamente iguais.
Quando ndo ha uma localizagdo comum, € mencionado que ndo ha correspondéncia e € dado
um exemplo.

Portanto, observamos que os genes Zc3hlla, Illrap, Shroom4 e Slcl2a2 ndo
apresentaram localizagfes de circRNAs exatamente iguais, 0 que sugere a existéncia de
circRNAs distintos sendo produzidos por esses genes. Por outro lado, diversos genes
demonstraram a producéo de mais de um circRNA gue é compartilhado entre diferentes idades,
pois sua localizagdo cromossémica € exatamente a mesma nos estudos analisados. Um exemplo
disso é o gene Fmnl, o qual apresentou 10 localizagcBes compartilhadas entre os estudos
GSE158995 (6 meses) e PRINA712946 (8 meses). Esses resultados evidenciam a

complexidade dos processos de back-splicing.
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Figura 8 — Analise de interseccdo entre os genes precursores de circRNAs entre os bancos de

dados
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Figura 8 — Andlise de interseccdo entre os genes precursores de circRNAs entre os bancos de dados: Grafico UpSet

plot mostrando a sobreposi¢éo de todas as trés anotagdes de circRNAs no nivel dos genes parentais. As barras

azuis na horizontal indicam o nimero total de genes parentais de CDES em cada banco de dados antes da anélise

de interseccdo. As barras azuis na vertical indicam o nimero total de genes parentais de circRNAs compartilhados

entre os bancos de dados indicadas por pontos pretos presentes abaixo do eixo x do grafico. Pontos pretos

conectados por linhas indicam o ndmero de anotagBes que compartilham os genes parentais de circRNAs

representados no grafico de barras. Figura elaborada pela autora.

Quadro 6 — Analise da funcdo dos genes precursores de CDES comumente entre 0s

bancos de dados

Funcéo Localizagdo
Nome do Gene
ANKRD12 Codifica a familia de Cromossomo 18 -
cofatores contendo NC_000018.10

repetices de anquirina
com atividade
transcricional de
receptores nucleares

ATP11B ATPases do tipo P Cromossomo 3 -
responsavel pelo transporte = NC_000003.12
ascendente de ions atraves

das membranas

Doencas/ Condigao
associadas
Deficiéncia do
Complexo
Mitocondrial |

Doenga cerebral de

pequenos vasos

Referéncia
NCBI Gene
ID 23253

ID 23200



CCDC141

CD2AP

FMN1

HOMER1

ILIRAP

NDST3

SHROOM4

SLC12A2

STIP1

TET1

migracéo celular
radialmente orientada do
cortex cerebral e projegdo
de neurénios

codifica uma molécula de
andaime que regula o

citoesqueleto de actina

juncdo aderente e na
polimerizacdo dos
filamentos lineares de
actina

Regulam a fungéo do
receptor de glutamato
metabotréfico 1
Codifica componentes do
complexo receptor da
interleucina 1

Proteina transmembranar
tipo Il que reside no

aparelho de Golgi

codifica um membro da
familia APX/Shroom,
papel na arquitetura do
citoesqueleto

Transporte e reabsorcdo de

sédio e cloreto

Regula tanto as
conformacdes quanto os
ciclos ATPase dessas

chaperonas

Processo de metilagéo do

DNA e ativacdo de genes

Cromossomo 2 -
NC_000002.12

Cromossomo 6 -
NC_000006.12

Cromossomo 15 -
NC_000015.10

Cromossomo 5 -

NC_000005.10

Cromossomo 3 -
NC_000003.12

Cromossomo 4 -

NC_000004.12

Cromossomo X -
NC_000023.11

Cromossomo 5 -
NC_000005.10

Cromossomo 11 -
NC_000011.10

Cromossomo 10 -
NC_000010.11

Deficiéncia do
hormoénio liberador

de gonadotropina

Associado ao
aumento dos niveis
de tau no liquido
cefalorraquidiano
Risco de cancer

pancreéatico

Depressao maior,
estresse oxidativo e
inflamacéo
Leucemia mieldide

aguda.

esquizofrenia,
transtorno bipolar,
transtorno
depressivo maior
sindrome de Stocco
dos Santos,
caracterizada por
deficiéncias
cognitivas
Esquizofrenia e
tumores
neuroenddcrinos
Céncere
neurodegeneracdo e
envolvido_na
resposta celular a
interleucina-7
Cancer, doenca de

Hirschsprung

ID 285025

ID 23607

ID 342184

ID 9456

ID 3556

1D 9348

ID 57477

ID 6558

ID 10963

ID 80312
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VPS13C

IPCEF1

NLRP5-PS

ZC3H11A

Organizacao e
despolarizacdo
mitocondrial

Previsto para ativar a

atividade da peroxidase e

resposta ao estresse

oxidativo

Ativa a atividade de
ligacdo do RNA

Cromossomo 15 -
NC_000015.10

Cromossomo 6 -
NC_000006.12

Cromossomo 7 -
NC_000073.7
Cromossomo 1 -
NC_000001.11

Fonte: Elaboragao propria.
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Implicado na ID 54832

doenca de

Parkinson

carcinoma papilar ID 26034

da tireoide e

suscetibilidade para

leucemia linfocitica

cronica.

- ID
100417675

suscetibilidade ao ID 9877

cancer de mama

Quadro 7 — Analise da localizacdo cromossdmica dos circRNAs derivados dos genes
precursores de CDES entre os bancos de dados

Gene

Ccdcl141

Ipcefl

NIrp5-ps

Zc3hlla

Ankrd12

Atpl1b

Cd2ap

Fmnl

Estudo

GSE166393 N GSE158995
PRINA712946 N GSE166393

GSE166393 N PRINA712946

GSE166393 N PRINA712946

GSE166393 N PRINA712946

GSE158995 N PRINAT712946

GSE158995 N PRINA712946

GSE158995 N PRINA712946

GSE158995 N PRINAT712946

ENSEMBL

ENSMUSG00000044033
ENSMUSG00000044033

ENSMUSG00000064065

ENSMUSG00000041596

ENSMUSG00000116275

ENSMUSG00000034647

ENSMUSG00000037400

ENSMUSG00000061665

ENSMUSG00000044042

localizagdo cromossémica
do circRNAs em
interseccéo
2:76905180|77003951
2:76919414|76938823

10:6885175|6906132

7:14297217|14355019
7:14312661|14343264
N&o iguais
(1:133577587|133578753)
N&o iguais
(1:133561500|133575267)
17:66317653|66360086

17:66318284|66360086
17:66327380|66360086

3:35863506|35893363
17:43156217|43163419

2:113194181|113196174
2:113256867|113309308



Homerl

I11rap

Ndst3

Shroom4

Slc12a2

Stipl

Tetl

Vpsl3c

GSE158995 N PRINA712946

GSE158995 N PRINA712946

GSE158995 N PRINA712946

GSE158995 N PRINA712946

GSE158995 N PRINA712946

GSE158995 N PRINA712946

GSE158995 N PRINA712946

GSE158995 N PRINA712946

ENSMUSG00000007617

ENSMUSG00000022514

ENSMUSG00000027977

ENSMUSG00000068270

ENSMUSG00000024597

ENSMUSG00000024966

ENSMUSG00000047146

ENSMUSG00000035284

Fonte: Elaboragao propria.

2:113256867|113393715
2:113256870|113309308
2:113256870|113393715
2:113355496|113359808
2:113412443|113433634
2:113412443|113467169
2:113423432|113433634
2:113423432|113467169
13:93478264|93485805
13:93478264|93492587
13:93522853|93529616
N&o iguais
(16:26495459|26519986)
N&o iguais
(16:26495459|26531010)
3:123395090]123427989
3:123395090|123466126
3:123421608|123466126
3:123464990|123466126
Né&o iguais
(X:6432847|6536490)
N&o iguais
(X:6492883|6503071)
ndo iguais
(18:58030416|58032471)
N&o iguais
(18:58029354|58048580)

19:7003660|7010017

10:62668673|62676157

9:67759773|67768167
9:67766072|67785459
9:67783509|67797671
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4.6 PREVISAO DAS REDES DE REGULAGAO

A regulacdo entre CircRNA e miRNA ¢é uma das primeiras fungbes dos circRNAS
descritas e continua sendo a principal funcdo estudada até o0 momento. Portanto, alguns bancos
de dados ja sdo capazes de prever essa funcdo, ao contrério das outras fungdes dos circRNAsS,
que ainda tém poucos estudos disponiveis. Utilizando novamente os genes precursores de
circRNAs, buscamos no banco de dados CircFunBase a previsdo das funcdes dos circRNA
encontrados. Dos 16 genes encontrados em comum nos camundongos APPswe/PSEN1dE9 de
4, 6 e 8 meses, nossa busca retornou apenas 4 genes (Fmnl, Ndst3, Atpl1lb e Homerl) e 5 redes
de interacdo na espécie, 0 gene Fmnl retornou dois circRNAs na busca. Os genes TET]1,
SLC12A2, NDST3 e FMN1 retornaram resultados apenas em Homo sapiens, como estamos
trabalhando como um modelo animal de camundongo, decidimos ndo utilizar esses dados. Os
demais genes néo tiverem nenhum retorno na busca.

Ao compararmos essas localizacbes genéticas com 0s presentes em nossas bases de
dados, observamos uma discreta mudanca na posicao. Essa diferenca pode ser explicada pelo
uso de um genoma de referéncia de camundongos diferente do utilizado em nossas analises. No

capitulo de resultados, discutiremos mais detalhadamente esses resultados.
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Figura 9 — Previsédo da regulacdo circRNA-miRNA derivado do gene Fmnl
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Figura 9 — Previsdo da regulacdo circRNA-miRNA derivado do gene Fmn1l: A rede de interacdo dos circRNAs
provenientes do gene Fmnl1 em que (A) interagdes do circRNA mmu_circ_0009191 e (B) mmu_circ_0001055. A
bola vermelha representa o circRNA e suas regulagGes e o pentdgono laranja representa 0s miRNAs. Fonte:

Elaboracéo propria.



Figura 10 — Previséo da regulacéo circRNA-miRNA derivado do gene Ndst3

mmu-miR-6975-3p
mmu-miR-466i-5p

mmu-miR-297¢c-5p
mmu-miR-106a-3p

mmu-miR-6983-5p
mmu-miR-6344 mmu-miR-7033-3p
mmu-miR-6516-3p
mmu-miR-466¢-5p
mmu-miR-3105-5p mmu-miR-7012-50  mmy-miR-677-5p
mmu-miR-6952-3p mmu-miR-7667-5p :

mmu-miR-883b-5p 1 y.miR-6715-5p  MMu-miR-669f-3p

mmu-miR-3069-3p

mmu-aR-050 L mmuIR-421-9%

mmu-miR-7662-5p

mmu-miR-7020-3p mmu-miR-7659-3p
e mmu-miR-4673-3p
mmu-miR-1b-3p mmu-miR-4661-3p
mmu-miR-6974-3p
mmu_circRNA_ 006982 mmu-miR-3470a
mmu-miR-320-5p :
mmu-miR-669b-3p
mmu-miR-145a-5p
mmu-miR-1187 mmu-miR-1456
mmu-miR-325-5p mmu-miR-207
mmu-miR-20b-2-5p mmu-miR-1249-5p
mmu-miR-669¢-3p mmu-miR-1850
mmu-miR-683
mmu-miR-7648-3p
mmu-miR-136-5p
mmu-miR-6376 mmu-miR-4671 y
mmu-miR-8768-5p
mmu-miR-7092-3p mmu-miR-3079-5p mmu-miR-7008-3p
‘ mmu-miR-690 mmu-miR-6992-5p
mmu-miR-7026-5p mmu-miR-378d :

mmu-miR-466i-3p o o e

mmu-miR-29b-1-5p mmu-miR-338-3p

mmu-miR-6946-3p
mmu-miR-7094-1-5p
mmu-miR-193b-5p

52

Figura 10 — Previsdo da regulacdo circRNA-miRNA derivado do gene Ndst3: A rede de interacdo do

circRNA provenientes do gene Ndst3. A bola vermelha representa o circRNA e suas regulacfes e o pentdgono

laranja representa os miRNAs. Fonte: Elaboracéo prépria.Fonte: Elaboracdo prépria.
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Figura 11 — Previséo da regulagéo circRNA-miRNA derivado do gene Atpllb

mmu-miR-7033-3p

mmu-miR-466a-5p

mmu-miR-6959-5p
mmu-miR-7011-5p

mmu-miR-3088-5p mmu-miR-1929-3p
mmu-miR-466l-5p mmu-miR-3086-5p
mmu-miR-1258-5p mmu-miR-302b-5p

mmu-miR-3470b mmu-mll_i-7222-3p

mmu-miR-5124b mmu-miR-214-5p
mmu-miR-4661-5p
mmu-miR-7012-5p mmu-miR-706 mmu-miR-15a-3p
mmu-miR-670-5p

mmu-miR-449¢-3p mmu-miR-1249-5p
mmu-miR-6405 mmu-miR-6691-5p

mmu-miR-1830-5p

mmu-mlR-709

mmu-miR-Ta-5p

mmu-miR-8091 mmu_cire_0010646
mmu-miR-466p-
mmu-miR-6410 = g
mmu-miR-7b-5p mmu-miR-7092-3p
mmu-miR-1946a
mmu-miR-1187  mmu-miR-6922-5p | mmu-miR-7667-5p  Mmu-miR-670-3p
mmu-miR-3572-5p mmu-miR-302d-5p mmu-miR-7020-5p
mmu-miR-7010-5p mmu-miR-208a-5p
mmu—mlR—Zﬁ?a-Sp
mmu-miR-883a-5p ~ MMu-miR-3473¢ mmu-miR-660k-5p
mmu-miR-207¢-5p mmu-miR-202-3p

o & Sp mmu-miR-1933-3p

mmu-miR-136-5p mmu-miR-137-3p

mmu-miR-7023-3p . -3p

mmu-miR-466e-5p

Figura 11 — Previsdo da regulacdo circRNA-miRNA derivado do gene Atpllb: A rede de interacdo do
circRNA provenientes do gene Atpl1lb. A bola vermelha representa o circRNA e suas regulagdes e o pentdgono

laranja representa os miRNAs. Fonte: Elaboracéo propria.



Figura 12 — Previséo da regulacéo circRNA-miRNA derivado do gene Homerl
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Figura 12 — Previsdo da regulacéo circRNA-miRNA derivado do gene Homer1: A rede de interagdo do

circRNA provenientes do gene Homerl. A bola vermelha representa o circRNA e suas regula¢des e o pentdgono

laranja representa os miRNAs. Fonte: Elaboracdo propria. Fonte: Elaboragdo propria.
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4.6 PREVISAO DAS REDES DE REGULACAO CIRCRNA-MIRNA-MRNA

Para complementar nossos resultados, buscamos no banco de dados especifico de
miRNAs, miRDB, as interacdes entre miRNAs e mMRNAs. Os miRNAs utilizados para essa
busca foram obtidos como resultado das pesquisas realizadas na circFunBase. Atraves dessa
abordagem, pudemos predizer possiveis redes de interagdes entre CircRNAs, miRNAs e
mRNAS, como demonstrado na tabela 8.

Os resultados obtidos nas buscas no miRDB resultaram em um conjunto de até 2 mil
genes regulados. Devido ao volume consideravel de dados gerados, optamos por fornecer os
links de cada buscas para cada miRNA, a fim de melhorar a organizacéo e facilitar o acesso as
informacgdes. Além disso, planejamos realizar uma filtragem posterior dessas informagdes, com
o0 intuito de identificar redes que demonstrem ser relevantes para o desenvolvimento da DA.
Essa filtragem posterior sera validada por meio de técnicas experimentais de laboratdrio, como
RT-gPCR e Western blot.

Quadro 8 — CircRNAs do gene Fmn1 e suas intera¢fes circRNA-miRNA-mMRNA

CircRNA Localizacdo miRNA(s) Matching MRNA Matching
mmu_circ_0009191 chr2:113422254-113476981 mmu-miR-106a-5p https://mirdb.org
mmu-miR-125a-3p https://mirdb.org
mmu-miR-1894-3p https://mirdb.org
mmu-miR-292b-5p https://mirdb.org
mmu-miR-297¢-3p https://mirdb.org
mmu-miR-3470a https://mirdb.org
mmu-miR-378d https://mirdb.org
mmu-miR-466a-5p https://mirdb.org
mmu-miR-466f-3p https://mirdb.org
mmu-miR-466m-5p https://mirdb.org
mmu-miR-509-5p https://mirdb.org
mmu-miR-6379 https://mirdb.org
mmu-miR-669h-3p https://mirdb.org
mmu-miR-6905-5p https://mirdb.org
mmu-miR-6945-5p https://mirdb.org
mmu-miR-6983-3p https://mirdb.org
mmu-miR-7012-5p https://mirdb.org

mmu-miR-7048-5p https://mirdb.org


https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-106a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-125a-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1894-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-292b-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-297c-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3470a&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-378d&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466f-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466m-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-509-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6379&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669h-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6905-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6945-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6983-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7012-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7048-5p&full=1

mmu-miR-7115-3p
mmu-miR-7660-3p
mmu-miR-1187
mmu-miR-130c
mmu-miR-190a-3p
mmu-miR-294-3p
mmu-miR-297¢-5p
mmu-miR-3471
mmu-miR-432
mmu-miR-466b-3p
mmu-miR-466i-3p
mmu-miR-466n-5p
mmu-miR-5110
mmu-miR-6405
mmu-miR-669k-3p
mmu-miR-6910-3p
mmu-miR-6957-5p
mmu-miR-6985-5p
mmu-miR-7015-5p
mmu-miR-7054-5p
mmu-miR-7210-3p
mmu-miR-7660-5p
mmu-miR-1192
mmu-miR-135a-5p
mmu-miR-1947-3p
mmu-miR-297a-3p
mmu-miR-298-5p
mmu-miR-3473b
mmu-miR-450a-2-3p
mmu-miR-466¢-3p
mmu-miR-466i-5p
mmu-miR-4660-3p
mmu-miR-541-5p
mmu-miR-6418-5p
mmu-miR-669k-5p
mmu-miR-6912-5p
mmu-miR-6965-5p
mmu-miR-6991-3p

https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
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https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7115-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7660-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1187&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-130c&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-190a-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-294-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-297c-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3471&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-432&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466b-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466i-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466n-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-5110&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6405&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669k-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6910-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6957-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6985-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7015-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7054-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7210-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7660-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1192&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-135a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1947-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-297a-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-298-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3473b&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-450a-2-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466c-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466i-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466o-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-541-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6418-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669k-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6912-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6965-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6991-3p&full=1

mmu-miR-7016-3p
mmu-miR-706
mmu-miR-7211-3p
mmu-miR-7663-3p
mmu-miR-1195
mmu-miR-142b
mmu-miR-20a-5p
mmu-miR-297a-5p
mmu-miR-3057-3p
mmu-miR-3473d
mmu-miR-450b-5p
mmu-miR-466d-3p
mmu-miR-466j
mmu-miR-466p-3p
mmu-miR-5615-3p
mmu-miR-669b-3p
mmu-miR-669m-5p
mmu-miR-6914-3p
mmu-miR-6971-5p
mmu-miR-7001-5p
mmu-miR-7033-5p
mmu-miR-7064-5p
mmu-miR-7222-3p
mmu-miR-7665-5p
mmu-miR-1198-5p
mmu-miR-149-3p
mmu-miR-20b-5p
mmu-miR-297b-3p
mmu-miR-3076-5p
mmu-miR-3473e
mmu-miR-452-5p
mmu-miR-466e-3p
mmu-miR-466k
mmu-miR-466p-5p
mmu-miR-6357
mmu-miR-669c¢-3p
mmu-miR-670-3p
mmu-miR-6944-3p

https://mirdb.org
Néo encontrado

https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
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https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7016-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7211-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7663-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1195&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-142b&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-20a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-297a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3057-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3473d&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-450b-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466d-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466j&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466p-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-5615-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669b-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669m-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6914-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6971-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7001-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7033-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7064-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7222-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7665-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1198-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-149-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-20b-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-297b-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3076-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3473e&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-452-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466e-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466k&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466p-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6357&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669c-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-670-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6944-3p&full=1

mmu_circ_0001055

chr2:113203992-113205986

mmu-miR-6972-3p
mmu-miR-7005-5p
mmu-miR-7043-3p
mmu-miR-7089-3p
mmu-miR-7649-5p
mmu-miR-7667-5p
mmu-miR-1198-5p
mmu-miR-149-3p
mmu-miR-20b-5p
mmu-miR-297b-3p
mmu-miR-3076-5p
mmu-miR-3473e
mmu-miR-452-5p
mmu-miR-466e-3p
mmu-miR-466k
mmu-miR-466p-5p
mmu-miR-6357
mmu-miR-669¢-3p
mmu-miR-670-3p
mmu-miR-6944-3p
mmu-miR-6972-3p
mmu-miR-7005-5p
mmu-miR-7043-3p
mmu-miR-7089-3p
mmu-miR-7649-5p
mmu-miR-7667-5p
mmu-miR-194-2-3p
mmu-miR-667-5p
mmu-miR-7080-5p
mmu-miR-7211-5p

Fonte: Elaboracao propria.

https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
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https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6972-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7005-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7043-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7089-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7649-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7667-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1198-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-149-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-20b-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-297b-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3076-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3473e&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-452-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466e-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466k&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466p-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6357&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669c-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-670-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6944-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6972-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7005-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7043-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7089-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7649-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7667-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-194-2-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-667-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7080-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7211-5p&full=1
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Quadro 9 — CircRNAs do gene Ndst3 e suas interacdes circRNA-miIRNA-mRNA

CircRNA
Mmu_circRNA_006982

Localizacdo
chr3:123601440-123634340

miRNA(s) Matching
mmu-miR-106a-3p
mmu-miR-1187
mmu-miR-1249-5p
mmu-miR-136-5p
mmu-miR-145a-5p
mmu-miR-145b
mmu-miR-193b-5p
mmu-miR-1950
mmu-miR-1b-3p
mmu-miR-207
mmu-miR-20b-3p
mmu-miR-297¢-5p
mmu-miR-29b-1-5p
mmu-miR-29b-2-5p
mmu-miR-3079-5p
mmu-miR-3089-3p
mmu-miR-3105-5p
mmu-miR-320-5p
mmu-miR-325-5p
mmu-miR-338-3p
mmu-miR-3470a
mmu-miR-378d
mmu-miR-421-3p
mmu-miR-466¢-5p
mmu-miR-466f-3p
mmu-miR-466i-3p
mmu-miR-466i-5p
mmu-miR-467a-3p
mmu-miR-467f
mmu-miR-6344
mmu-miR-6376
mmu-miR-6516-3p
mmu-miR-669b-3p
mmu-miR-669c¢-3p
mmu-miR-669f-3p
mmu-miR-6715-5p

mRNA(s) Matching
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org


https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-106a-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1187&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1249-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-136-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-145a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-145b&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-193b-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1950&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1b-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-207&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-20b-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-20b-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-29b-1-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-29b-2-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3079-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3089-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3105-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-320-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-325-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-338-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3470a&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-378d&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-421-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466c-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466f-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466i-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466i-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-467a-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-467f&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6344&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6376&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6516-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669b-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669c-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669f-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6715-5p&full=1

mmu-miR-677-5p
mmu-miR-683
mmu-miR-690
mmu-miR-6946-3p
mmu-miR-6946-5p
mmu-miR-6952-3p
mmu-miR-6974-3p
mmu-miR-6975-3p
mmu-miR-6983-5p
mmu-miR-6992-5p
mmu-miR-7009-3p
mmu-miR-7012-5p
mmu-miR-7020-3p
mmu-miR-7026-5p
mmu-miR-7033-3p
mmu-miR-7092-3p
mmu-miR-7094-1-5p
mmu-miR-7649-3p
mmu-miR-7659-3p
mmu-miR-7662-5p
mmu-miR-7667-5p
mmu-miR-883b-5p
mmu-miR-9-5p
mmu-miR-9768-5p

Fonte: Elaboragao propria.
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https://mirdb.org
https://mirdb.org
N&o encontrado

https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org

Quadro 10 — CircRNAs do gene Atpl1b e suas interagdes circRNA-miRNA-mMRNA

CircRNA
mmu_circ_0010646

Localizacdo
chr3:35708278-35738136

miRNA(s) Matching
mmu-miR-1187
mmu-miR-1249-5p
mmu-miR-1258-5p
mmu-miR-136-5p
mmu-miR-137-3p
mmu-miR-15a-3p
mmu-miR-1929-3p
mmu-miR-1930-5p
mmu-miR-1933-3p

mRNA(s) Matching
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org


https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-677-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-683&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6946-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6946-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6952-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6974-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6975-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6983-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6992-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7009-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7012-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7020-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7026-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7033-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7092-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7094-1-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7649-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7659-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7662-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7667-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-883b-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-9-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-9768-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1187&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1249-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1258-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-136-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-137-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-15a-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1929-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1930-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1933-3p&full=1

mmu-miR-1946a
mmu-miR-200b-3p
mmu-miR-202-3p
mmu-miR-208a-5p
mmu-miR-214-5p
mmu-miR-297a-5p
mmu-miR-297¢-5p
mmu-miR-302b-5p
mmu-miR-302d-5p
mmu-miR-3086-5p
mmu-miR-3088-5p
mmu-miR-3470b
mmu-miR-3473c
mmu-miR-3572-5p
mmu-miR-449c¢-3p
mmu-miR-466a-5p
mmu-miR-466e-5p
mmu-miR-466i-5p
mmu-miR-4661-5p
mmu-miR-466p-5p
mmu-miR-5124b
mmu-miR-6405
mmu-miR-6410
mmu-miR-6537-3p
mmu-miR-669f-5p
mmu-miR-669Kk-5p
mmu-miR-670-3p
mmu-miR-670-5p
mmu-miR-6922-5p
mmu-miR-6959-5p
mmu-miR-7010-5p
mmu-miR-7011-5p
mmu-miR-7012-5p
mmu-miR-7020-5p
mmu-miR-7023-3p
mmu-miR-7033-3p
mmu-miR-706

mmu-miR-709

https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org

https://mirdb.or
N&o encontrado

Néo encontrado
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https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1946a&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-200b-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-202-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-208a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-214-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-297a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-297c-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-302b-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-302d-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3086-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3086-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3470b&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3473c&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3572-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-449c-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466e-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466i-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466l-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466p-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-5124b&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6405&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6410&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6537-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669f-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-669k-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-670-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-670-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6922-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-6959-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7010-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7011-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7012-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7020-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7023-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7033-3p&full=1

mmu-miR-7092-3p
mmu-miR-7214-5p
mmu-miR-7222-3p
mmu-miR-7230-5p
mmu-miR-7667-5p
mmu-miR-7a-5p
mmu-miR-7b-5p
mmu-miR-8091
mmu-miR-883a-5p

Fonte: Elaboragéo propria.

https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org

Quadro 11 — CircRNA do gene Homerl e suas interagdes circRNA-miRNA-mRNA

CircRNA
mmu_circRNA_010239

Localizagéo
chr13:93341755-93356079

miRNA(s) Matching

mmu-let-7e-5p
mmu-miR-1187
mmu-miR-1192
mmu-miR-1258-5p
mmu-miR-1931
mmu-miR-1933-5p
mmu-miR-219¢-5p
mmu-miR-3079-5p
mmu-miR-339-3p
mmu-miR-3470a
mmu-miR-3470b
mmu-miR-3473b
mmu-miR-3473e
mmu-miR-466a-5p
mmu-miR-466d-5p
mmu-miR-466e-5p
mmu-miR-466i-5p
mmu-miR-466k
mmu-miR-466n-5p
mmu-miR-466p-5p
mmu-miR-467g
mmu-miR-505-3p
mmu-miR-574-5p
mmu-miR-6357
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mRNA Matching

https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org
https://mirdb.org


https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7092-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7214-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7222-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7230-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7667-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-7b-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-8091&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-883a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-let-7e-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1187&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1192&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1258-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1931&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-1933-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-219c-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3079-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-339-3p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3470a&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3470b&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3473b&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-3473e&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466a-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466d-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466e-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466i-5p&full=1
https://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi?searchType=miRNA&searchBox=mmu-miR-466k&full=1
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5DISCUSSAO

A DA é uma doenca neurodegenerativa complexa, que é caracterizada por uma série de
alteracdes patoldgicas, fatores de riscos e componentes genéticos. Neste estudo, foram
empregadas abordagens bioinformaticas para avaliar a transcri¢do de circRNAs em hipocampo
de um modelo animal transgénico para amiloidose humana relacionada a DA. Os circRNAS s&o
um tipo especial de RNA ndo codificante que tém sido cada vez mais reconhecidos como
importantes reguladores da expressdo génica e estdo implicados em varias doencas, incluido a
DA.

Bancos de dados publicos derivados do modelo APPswe/PSEN1dE9 viabilizaram a
investigacdo proposta sobre a expressdo de circRNAs na DA no presente trabalho. Em nossas
analises utilizamos os dados de RNA-seq com metodologia especifica para circRNAs (com
enriquecimento de RNase R) de 3 estudos independentes abordando 3 idades diferentes do
modelo APPswe/PSEN1dE9 para investigar o perfil de expresséo de circRNAs no hipocampo
desse modelo para DA.

Devido a natureza exploratoria deste estudo, foi adotado um critério de significancia
estatistica de p < 0,01 ndo ajustado. Esse valor de corte € amplamente utilizado para indicar
uma forte evidéncia estatistica contra a hip6tese nula, sugerindo que a diferenca ou associacdo
observada é altamente improvavel de ser atribuida ao acaso. E importante mencionar que um
valor de p < 0,01 ndo ajustado, ndo leva em consideracdo correcdes estatisticas para testes
maultiplos. Portanto, é necessario considerar a possibilidade de falsos positivos.

Diante disso, com base nas andlises realizadas, observamos que houve uma menor
quantidade de CDES no hipocampo de camundongos APPswe/PSEN1dE9 aos quatro meses de
idade (Figura 3a). Curiosamente, ao examinar as descri¢des fenotipicas desse modelo, notamos
gue nessa mesma idade o hipocampo ainda ndo apresentava as placas de Ab, alteracdes
neuropatoldgicas caracteristicas desse modelo e da DA (MINKEVICIENE et al., 2008). Esse
achado levanta a possibilidade de que a as alteraces na expressdo de circRNAs possa estar
relacionada ao acimulo de placas de AP e ocorrer progressivamente. Apos a analise dos dados
de transcriptdbmica dos camundongos aos seis meses, notamos uma marcante diferenca em
relagdo aos animais controle da mesma idade e aos animais de quatro meses (Figura 3b). Aos
seis meses, os camundongos comegam a apresentar acaimulo de placas de AP no hipocampo,
além do cortex, e algumas alteracdes neuropatologicas especificas como reactividade glial e
perda sindptica (MINKEVICIENE et al., 2008).
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Surpreendentemente, aos oito meses, observamos uma expressao diferencial circRNAs
muito mais pronunciada do que nas outras idades analisadas (Figura 3c). A quantidade de CDES
foi aproximadamente 10 vezes maior em comparacao com 0s camundongos de quatro meses e
cerca de 5 vezes maior em comparacdo com os camundongos de seis meses. Esses resultados
sugerem que, conforme a doencga progride no modelo, ocorre um aumento significativo na
desregulacdo dos circRNAs no hipocampo em compara¢do com 0s animais controle das
mesmas idades.

Esses resultados estdo em consonancia com uma pesquisa anterior conduzida por Huang
et al. (2018). Nesse estudo, 0s pesquisadores investigaram o tecido hipocampal de
camundongos do modelo SAM-P/8 e do grupo controle SAM-R/1. O modelo SAM-P/8 ¢
caracterizado por um envelhecimento acelerado e apresenta algumas alteracdes
neuropatoldgicas semelhantes as observadas na DA, como acimulo anormal de AP,
hiperfosforilacdo da proteina tau, aumento do estresse oxidativo e gliose, de acordo com o0s
autores (HUANG et al., 2018). No estudo de Huang, foram identificados 231 circRNAs que
apresentaram uma desregulacdo significativa (P < 0,05) nas amostras de camundongos SAMP8
com 10 meses em compara¢do com os animais SAMP8 com 5 meses, demonstrando, também,
uma desregulagéo progressiva de circRNAs no tecido hipocampal nesse modelo (HUANG et
al., 2018).

Entretanto, a0 comparar os resultados com outras regides cerebrais mencionadas na
literatura, observa-se uma variabilidade no comportamento transcricional dos circRNAs. Por
exemplo, em um estudo realizado por Ma et al. (2019), que utilizou o cortex cerebral de
camundongos do modelo B6.Cg-Tg APP/PSL1, foi observado um padrdo de aumento seguido de
diminuigéo na expressdo de circRNAs ao longo das diferentes idades dos camundongos. Foram
identificadas 343 transcricdes de circRNA significativamente desreguladas aos seis meses e
243 aos nove meses (MA et al., 2019). As descricdes fenotipicas desse modelo indicam que aos
seis meses ocorre a formacdo de placas de AP no cortex cerebral, ativacdo da microglia,
aumento significativo na astrogliose e perda inicial da funcédo sindptica. Aos nove meses, além
dessas alteragBes, ha mudancas na plasticidade sindptica e comprometimento cognitivo
(RADDE et al., 2006).

Resultados semelhantes foram observados no estudo de Lee et al. (2019), que utilizou
cérebros totais de camundongos do modelo Tg2576 com 7 e 12 meses de idade. Nesse estudo,
foram identificados 101 CDES aos 7 meses e apenas 12 aos 12 meses. Aos 7 meses, 0S animais

apresentam perda neuronal, alteracGes em LTP/LTD e perda de funcéo sindptica. Aos 12 meses,
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além dessas alteragdes, ocorre acimulo de placas de A e gliose (LEE, W. J. et al., 2019). No
entanto, € importante ressaltar que esse resultado pode ter sido afetado pela falta de delimitagéo
das regides cerebrais analisadas. Na DA, ja se sabe que existem areas cerebrais resistentes e
outras mais vulneraveis a doenca. Além disso, a caracterizacdo da expressdo dos circRNAs
nessas regides vulneraveis e resistentes ainda nao foi estabelecida. Portanto, uma andlise de
cérebro total pode levar a resultados imprecisos ao ndo considerar essa heterogeneidade
regional (W. J. LEE et al., 2019).

Assim, nossos resultados revelam um aumento progressivo na desregulacao do perfil de
circRNAs no hipocampo dos camundongos APPswe/PSEN1dE9, o qual também foi observado
em estudos anteriores. No entanto, ao compararmos nossos achados com pesquisas que
investigaram outras regides cerebrais em modelos de DA, observamos que a expressao
desregulada de circRNAs ndo segue um padrdo uniforme em todas as regides. A relacédo causal
entre a desregulacio primaria dos circRNAs e a DA ainda ndo esta clara. E possivel que os
circRNAs sejam alterados em resposta a fisiopatologia da DA ou que desempenhem um papel
ativo na progressao da doenca.

Considerando a funcdo dos circRNAs como reguladores transcricionais, podemos
especular que extensas redes de regulagéo estejam sendo formadas na DA, e essas mudangas
progressivas possam influenciar a expressdo génica em regides cerebrais particularmente
vulneraveis a DA. Essas alteracfes nas redes de regulacdo de circRNAs podem contribuir para
as alteracGes macromoleculares observadas na doenca, desempenhando um papel importante
na patogénese da DA. Essas descobertas reforcam a hipotese de que os circRNAs desempenham
um papel relevante nas alteracdes neuropatolégicas observadas na DA e fornecem suporte
adicional para a investigacdo do seu potencial como alvos terapéuticos e biomarcadores na
doenca.

A nomenclatura dos circRNAs é outra caracteristica que ndo esta estabelecida de
maneira consensual na literatura (VROMMAN; VANDESOMPELE; VOLDERS, 2021). A
auséncia de uma nomenclatura padronizada, acarreta desafios significativos para os estudos
envolvendo as moléculas circulares. Em um estudo conduzido por Vromman et al., (2021), foi
observado que 0 mesmo circRNA pode ser designado por até 11 nomes diferentes, o que gera
confusdo entre os pesquisadores e dificultar a comparacgéo e interpretacdo dos seus resultados
(VROMMAN; VANDESOMPELE; VOLDERS, 2021). Diante dessas dificuldades, adotamos
estratégias que visam mitigar essas variacGes, como a utilizacdo do gene precursor/gene

parental e a localizagdo cromossdmica dos circRNAs como referéncia.
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A andlise dos genes parentais dos CDES revelou que seus perfis funcionais estéo
relacionados a temas biologicos conhecidos por serem alterados na DA. Aos 6 meses, a maioria
dos clusters estdo parcialmente envolvidos com a funcéo sinaptica (Clusters 6, 9, 10, 11,17, 19,
20, 21, 25 e 28 descritos no Quadro 3). Esse resultado esta de acordo estudos recentes que
revelaram que os circRNAs séo particularmente abundantes nas sinapses (RYBAK-WOLF et
al., 2014). E interessante observar também que a maioria dos circRNAs neurais é
dinamicamente regulada durante processos de plasticidade neural, como aprendizado e
memoria, e muitos desses CircRNAs tém origem em genes que codificam proteinas sinapticas
(YOU et al., 2015). Esses achados sugerem que os circRNAs podem desempenhar um papel
relevante na regulacdo da expresséo génica em sinapses e na modulacéo da plasticidade neural.

Ao0s 6 meses de idade, 0 modelo APPswe/PSEN1dE9 comeca a manifestar alteracdes
relacionadas a perda sinaptica (MINKEVICIENE et al., 2008). E plausivel que a desregulacio
dos genes associados a essas alteracdes esteja levando a producdo diferencialmente expressa de
circRNAs. Além disso, disso clusteres relacionados com transmembrana de ions e regulacdo do
potencial da membrana e desenvolvimento de dendritos também aparecem frequentemente
nesses resultados relacionados a esses processos bioldgicos.

Outros clusters de genes particularmente interessantes que surgiram aos 6 meses sdo a
regulacdo da cognicdo e homeostase da glicose celular. A perda cognitiva é um dos principais
processos observados na DA, e é possivel que genes associados a esse fendmeno estejam
produzindo circRNAs que desregulam a expressdo génica e contribuem para a patologia da
doenca (SERRANO-POZO et al., 2011). A identificacdo desses genes e sua conexao com
circRNAs podem fornecer insights valiosos sobre 0s mecanismos subjacentes a perda cognitiva
na DA. Além disso, a homeostase da glicose celular também desempenha um papel crucial na
DA. O metabolismo da glicose esta amplamente comprometido na doenca, e a regulacéo
inadequada dos genes relacionados ao metabolismo da glicose pode contribuir para a progressao
da doenga.

Essas associacOes entre os processos bioldgicos afetados na DA e a presenca de
circRNAs destacam a importancia dessas moléculas na regulacdo da expressdo génica e na
patogénese da doenca. A compreensdo mais aprofundada do papel dos circRNAs na DA pode
abrir caminho para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras e promissoras.

Aos 8 meses de idade, ocorre um aumento significativo na formagdo de clusters,
possivelmente devido a maior desregulacdo nessa fase do desenvolvimento. Alguns desses

clusters estdo associados ao desenvolvimento embrionario e & migragdo celular em regibes
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cerebrais essenciais. Curiosamente, ha evidéncias de que os circRNAs apresentam um aumento
dindmico e significativo em diferentes estagios do neurodesenvolvimento como ja& descrito
anteriormente (DANG et al., 2016; SEKAR; LIANG, 2019). No contexto patologico da DA, a
ativacdo desses genes e a formacdo de circRNAs, que normalmente desempenham papéis
cruciais durante estagios de desenvolvimento, pode ter uma contribuicdo ainda desconhecida
para a doenca. Diante dessas observagdes, surge a questdo de se os CircRNAs podem ser
alterados também durante o periodo embrionério, especialmente devido a mutacdes em genes
essenciais para o desenvolvimento cerebral e a patogénese da DA.

Essas descobertas sugerem uma possivel interconexdo entre 0s processos de
desenvolvimento embrionario, a formacao de circRNAs e a patogénese da DA. Curiosamente,
sabe-se que a proteina precursora amiloide (APP) esta envolvida na divisdao de células
progenitoras neurais, na migracdo neuronal e na sinaptogénese durante o desenvolvimento
embrionario (YOU et al., 2015). Alteracdes nessas vias e a formacao de circRNAs na velhice
podem estar relacionadas a progressao da DA. Talvez, a regulacdo anémala dos circRNAs em
estagios precoces do desenvolvimento cerebral pode ter implicacdes para a suscetibilidade a
DA.

Os clusters relacionados a resposta a estimulos extracelulares, vias de sinalizacéo,
regulacdo do estresse oxidativo, autofagia, pH, endocitose e processos apoptoticos de neurdnios
desempenham papéis fundamentais na fisiopatologia da DA (SERRANO-POZO et al., 2011).
E notavel que essas vias estejam associadas a formacdo de circRNAs alterados, conforme
observado em nossos resultados.

A medida que os animais atingem 8 meses de idade, um nimero significativo de
alteracdes se manifesta em comparagdo com os 4 meses de idade. Essas alteragdes se agravam
progressivamente ao longo do tempo e resultam em comprometimento cognitivo nos modelos
animais da DA. A descoberta de circRNAs alterados nessas vias sugere que as proprias
alteracdes nesses caminhos estejam gerando circRNAs capazes de desregular outras vias
importantes, atuando como um mecanismo de feedback. A regulacdo anormal dos circRNAs
nessas vias pode levar a disfuncBes celulares, contribuindo para os processos patologicos
observados na DA que precisam ser melhores investigados.

Além disso, é interessante observar que certos processos biologicos se sobrepdem em
duas idades diferentes analisadas (6 e 8 meses), indicando uma continuidade nas alteracdes
moleculares relacionadas & doenca de Alzheimer (DA) ao longo do tempo.

Surpreendentemente, todos 0s processos bioldgicos compartilhados apresentaram um aumento
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significativo aos 8 meses em comparagdo com a idade anterior. Houve uma diferenca percentual
de até 10% no enriquecimento dos mesmos termos do GO. Especificamente, processos
bioldgicos como: GO0:0106027 - Organizacdo de projecdo de neurdnio; GO:0099175 -
Regulacdo da organizacdo pds-sinapse; GO:0010811 - Regulacdo positiva da adesdo célula-
substrato; GO:0050807 - Regulacdo da organizacgéo de sinapse; GO:0050803 - Regulacdo da
estrutura ou atividade da sinapse; GO:0016358 - Desenvolvimento de dendritos; GO:0097061
- Organizacao de espinhas dendriticas; GO:0044309 - Espinha dendritica; GO:0031252 - Borda
celular avancada; GO:0032279 - Sinapse assimétrica; GO:0098984 - Sinapse neurénio-
neurbnio; GO:0009925 - Membrana plasmaética basal; GO:0034702 - Complexo de canal
ibnico; GO:0045178 - Parte basal da célula e GO:0044325 - Ligacdo a transportador
transmembrana, apresentaram as maiores diferencas percentuais. Esses resultados sugerem que,
a medida que a DA progride no modelo de camundongos APPswe/PSEN1dE9, ocorrem
maiores mudangas nos CDES, refletindo um maior aumento dos processos bioldgicos.

A maioria desses processos bioldgicos estdo associados a funcao sinaptica, que ja foi
descrita como prejudicada na DA. Esse enriquecimento pode estar relacionado a uma
progressiva perda sinaptica, uma vez que muitos dos processos bioldgicos afetados estdo
associados a funcdo sinaptica, como a organizacao pos-sinaptica, a regulacdo da estrutura e
atividade sinaptica, e a sinapse neurénio-neurénio. Essas descobertas reforcam a hip6tese de
que a disfuncdo sinaptica desempenha um papel importante na patogénese da DA.

Além disso, a amplificacdo das alteracbes moleculares ao longo do tempo sugere um
agravamento da patologia da DA conforme a doenca progride. Isso pode estar relacionado a
progressiva acumulacao de placas de A e emaranhados neurofibrilares, que levam a uma maior
disfuncdo sinéptica e subsequente deterioragdo cognitiva. Os circRNAs podem estar envolvidos
na regulacdo desses processos patologicos, exacerbando as alteracdes moleculares e
contribuindo para a progressao da doenca.

Além de explorarmos os GOs compartilhados entre as diferentes idades estudadas,
empregamos o software UpSetplot para identificar genes precursores de circRNAs que
apresentam desregulacdo comum em todas as idades investigados. Observamos que 0 gene
CCDC141 foi o Unico gene que apresentou circRNAs desregulados em todas as trés
idades/estagios da doenca analisadas. A identificacdo de genes compartilhados em diferentes
estagios da DA, incluindo estagios onde ainda ndo ha alteragdes, como no hipocampo aos 4
meses do modelo animal, é de extrema importancia. Esses genes compartilhados sdo relevantes

tanto para fases pré-alteracdo quanto para fases com possiveis alteracdes patologicas, além
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disso, sua presenca estd associada a formacdo de circRNAs, que pode ter potencial como
biomarcadores.

Essa descoberta foi surpreendente, considerando a funcéo desse gene na orientacao do
axonio e na migracdo celular radialmente orientada do cértex cerebral. O CCDC141 ¢é
conhecido por desempenhar um papel ativo na projecdo de neurdénios (HUTCHINS et al.,
2016). Além disso, estudos anteriores associaram o gene CCDC141 a migracdo de
interneurdnios corticais em camundongos, em conjunto com a disrup¢éo na esquizofrenia-1 e a
miosina Il (FUKUDA et al., 2010; HUTCHINS et al., 2016).

No entanto, ao comparar as localiza¢cbes cromossdmicas dos circRNAs originados do
gene CCDC141, notamos que o gene ndo produzia um circRNA presente nos trés estudos, mas
sim, um circRNA presente nos estudos GSE166393 (4 meses) e GSE158995 (6 meses),
localizado no cromossomo 2:76905180|77003951, e outro circRNA presente nos estudos
PRINA712946 (8 meses) e GSE166393 (4 meses), localizado no cromossomo
2:76919414|76938823. Esse resultado ndo diminui a importancia potencial desse gene, mas
destaca a complexidade do processo de back-splicing, mostrando como um Unico gene pode
gerar diversos circRNAs em diferentes estadgios da doenca. Assim, sdo necessarios estudos
adicionais para compreender totalmente o papel do CCDC141 e seus circRNAs na DA.

O gene CD2AP, também conhecido como CD2-associated protein, foi mais um achado
surpreendente ao analisar a intersecgéo das idades de 6 e 8 meses formando um circRNA em
comum localizado no cromossomo 17:43156217|43163419. Este gene codifica uma proteina
composta por 639 residuos de aminoacidos que desempenha um papel crucial na organizacédo
do citoesqueleto e na regulacdo de diversos processos celulares, incluindo adesdo celular,
migracdo e sinalizagdo. A proteina CD2AP desempenha uma funcéo essencial na formacéo de
juncoes celulares, tais como as junges intercelulares e sinapticas. Além disso, atua como uma
proteina adaptadora e € expressa em abundancia em neurénios, células imunes e células
epiteliais (XUE et al., 2022).

Estudos tém mostrado que variantes genéticas no gene CD2AP estéo relacionadas a um
maior risco de desenvolvimento da DA (XUE et al., 2022). O CD2AP desempenha um papel
como regulador do trafego endocitico, modulando a geracao de f-amiloide (AB) em neur6nios.
Além disso, a reducdo da expressdao do gene cindr, o ortdlogo de Drosophila do CD2AP,
aumento da neurodegeneracao induzida pela tau na mosca, sugerindo que o CD2AP também
estd envolvido na patologia da tau. Polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) no gene CD2AP

foram identificados como significamente associados a suscetibilidade a DA em estudos de
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associacdo gendémica ampla (GWAS) e confirmados por estudos subsequentes. No entanto, o
papel do CD2AP na regulacdo do metabolismo de AP e tau na DA ainda ndo estd
completamente compreendido (XUE et al., 2022).

Em nossas analises, descobrimos que o gene CD2AP gera um CcircRNASs
diferencialmente expresso no modelo APPswe/PSEN1dE9. No entanto, ndo encontramos
estudos na literatura sobre circRNAs provenientes do gene CD2AP na DA. Com base nesses
resultados, podemos especular que os circRNAs derivados do gene CD2AP possam ter
influéncia na progressdo da DA. E de extrema importancia investigar esse gene e seus
circRNAs, pois eles estdo envolvidos em uma via direta para a DA e ainda ndo ha estudos que
avaliem sua funcéo especifica na doenca.

Encontramos o gene HOMER1, também em interseccdo em nossas analises. Ao
contrario de outros genes, ja existem estudos na literatura que investigam o0s CircRNAS
derivados desse gene na DA. O gene HOMERL1 desempenha um papel importante na
plasticidade sinéptica, aprendizado e memdria, sendo expresso principalmente no sistema
nervoso (DATKO et al., 2017; URDANOZ-CASADO et al., 2021).

Um estudo realizado por Dube (2019) foi o primeiro a relatar a presenca de um circRNA
derivado do gene HOMER1 associado a DA. Nessa publicacdo, o circRNA foi denominado
como circHOMERL e foi descrito como tendo uma regulacao negativa no cortex parietal de 83
individuos com DA, em comparacao com 13 individuos do grupo controle (DUBE et al., 2019).
O circHOMER1 demonstrou uma associacdo significativa com a coexpressao de genes lineares
relacionados a DA e a fosforilacdo oxidativa, o que sugere um possivel papel desse circRNA
no hipometabolismo cerebral associado & DA. Além disso, o circHOMERL1 apresentou varios
sitios de ligagdo preditos para 0 miR-651, um microRNA que tem como alvo 0 PSEN1 e o
PSEN2. O estudo também revelou uma correlacdo significativa entre o circRNA e medidas
clinicas, como a escala CDR, o escore de Braak e o status de DA versus controle (DUBE et al.,
2019).

E relevante destacar que os circRNAs derivados do gene HOMER1 foram descritos em
diversas doencas e alteracGes cerebrais, como a epilepsia e o delirium pés-operatorio (CHEN;
FANG, 2023; GRAY et al., 2020; RAN et al., 2022). Em um estudo conduzido por Ran et al.
(2020), a presenca desses circRNAs foi identificada no hipocampo de modelos animais com
delirium pos-operatério. Os pesquisadores observaram que o transcrito circular do gene
HOMERL é expresso de maneira especifica nas sinapses glutamatérgicas e sofreu alteracfes na

regulacéo de vias de sinalizagdo envolvidas com a liberagdo de glutamato durante o delirium
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pos-operatorio (RAN et al., 2022). Essa descoberta foi confirmada por meio da técnica gRT-
PCR, que revelou um aumento nos niveis de expressao do circ_Homerl e do gene HOMER1
nos tecidos do hipocampo dos animais com delirium (RAN et al., 2022).

Além disso, estudos relacionados a epilepsia revelaram diferencas significativas nos
circRNAs derivados do gene HOMER1 (GRAY et al., 2020). Observou-se uma alteracdo nos
niveis de expressdo do circRNA do gene HOMER1, bem como nos transcritos lineares, ao
comparar hipocampos afetados pela Sindrome de Epilepsia do Lobo Temporal Mesial com
hipocampos de individuos controle. Esses achados reforcam ainda mais a importancia do gene
HOMERL1 e de seus circRNAs na regulacéo da atividade neuronal, incluindo sua interagdo com
0s receptores de glutamato metabotropicos do Grupo I, conforme discutido anteriormente em
um estudo conduzido por (GRAY et al., 2020).

Em conjunto, esses estudos apontam descobertas significativas relacionadas ao
circRNA derivado do gene HOMER1 em diferentes condi¢des neuroldgicas, como a DA,
epilepsia e delirium pos-operatério. O circHOMER1 demonstrou uma regulacdo negativa no
cortex parietal de individuos com DA, com um possivel envolvimento no metabolismo cerebral
associado a doenca (CHEN; FANG, 2023). Além disso, as alteracdes nos niveis de expressdo
desse circRNA em hipocampos afetados pela epilepsia e no contexto do delirium pos-
operatério, reforcam a importancia dos circRNAs na regulacdo da atividade neuronal (GRAY
et al., 2020; RAN et al., 2022). Esses resultados fornecem insights valiosos sobre o papel dos
circRNAs derivados do gene HOMER1 em diferentes condi¢Bes neurologicas e podem
contribuir para o entendimento da DA.

Além do gene HOMERL, outros genes precursores de circRNAs, como NDST3, TET1
e VPS13C, também demonstraram estar envolvidos em vias importantes relacionadas a doenca
de Alzheimer (DA). O gene NDST3 produz uma proteina localizada no complexo de Golgi e
desempenha papéis em outras doencas neurolégicas (TANG; LI; WANG, 2022). Em nossas
analises foram encontrados 4 circRNAs diferentes, compartilhados entre os bancos de dados de
6 e 8 meses. J& 0 gene VPS13C esta formando trés circRNAs compartilhados entre as idades
de 6 e 8 meses e esté relacionado & organizacao e despolarizacdo das mitocondrias, e estudos
sugerem sua implicacdo na doenca de Parkinson (MONFRINI et al., 2022). O gene TET1 esta
associado aos processos de metilacdo do DNA, que auxiliam na organizacdo e compactacdo da
cromatina, podendo influenciar a expressdo dos genes e afetar o funcionamento do cérebro,
incluindo a produgéo de circRNAs e esta formando um circRNA desregulado compartilhado

em nossas analises (LIU et al.,, 2021). Esses genes, de diferentes maneiras, parecem
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desempenhar um papel importante na DA, os circRNAs produzidos por eles, em sua grande
maioria sdo desconhecidos e nunca estudados e podem contribuir para uma melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos em doenca neurodegenerativas, incluindo a DA.

E relevante destacar a notavel capacidade dos circRNAs de regular a expressdo dos
genes parentais. Essas moléculas circulares podem interferir na transcricdo candnica,
compartilhando a mesma maquinaria spliceossomal, e competir por sitios de splicing, o que
pode levar a diminuigdo da expressdo das formas lineares dos genes (AUFIERO et al., 2018;
LIANG et al., 2017). Além disso, os circRNAs podem desempenhar um papel amplificador na
regulacdo da transcricdo linear convencional de alguns genes por meio da interagdo com
proteinas ligantes de RNA como as ribonucleoproteinas nucleares U1 (U1 snRNP) e, assim,
interagir com a RNA Polimerase Il nos promotores dos genes parentais (LI, Z. et al., 2015).
Esses mecanismos de regulacdo evidenciam o papel complexo e multifacetado desempenhado
pelos circRNAs na modulagdo da expressédo génica, fornecendo uma camada adicional de
complexidade a compreensdo dos processos moleculares envolvidos. Essa regulacdo pode ser
particularmente crucial em doencas neurodegenerativas, especialmente quando 0s genes
parentais desses circRNAs possuem funcdes essenciais nessas condigoes.

Porém, devemos considerar também a importancia dos outros genes precursores de
circRNAs, mesmo que inicialmente ndo parecam estar diretamente envolvidos nas vias
patoldgicas da DA. E crucial lembrar que a producio de circRNAs por um determinado gene
ndo necessariamente esta relacionada a sua funcéo principal. Ao analisarmos as vias biologicas
relevantes para a DA, podemos levantar a hipdtese de que essas vias estdo desreguladas,
levando & producéo de circRNAs também desregulados.

No entanto, ainda ndo temos um entendimento completo de quando ocorre a disfungéo
dos circRNAs na DA. Portanto, ndo devemos subestimar a importancia dos genes que nao sdo
considerados elementos diretos das vias fisiopatologicas da DA. E crucial direcionar estudos
para compreender por que esses genes estdo produzindo circRNAs com expressdo diferencial.
Essa abordagem mais ampla pode fornecer insights valiosos sobre 0s mecanismos subjacentes
a DA e contribuir para avancgos significativos no desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

Outro mecanismo de suma importancia dos circRNAs é a sua interacdo com miRNAs.
Essa funcdo dos circRNAs foi uma das primeiras a ser descrita e mais bem elucidado
(PIWECKA et al., 2017b). Os circRNAs podem apresentar sequéncias complementares aos
miRNAs em sua estrutura, permitindo a formagéo de complexos estaveis com essas moléculas

reguladoras. Esse mecanismo pode funcionar tanto na diminui¢cdo dos niveis de miRNAs
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disponiveis no meio intracelular, como na liberacdo desses miRNAS para exercerem sua
atividade regulatéria (MA et al., 2019; PIWECKA et al., 2017b; ZHAO et al., 2016). Além
disso, a interacdo entre os circRNAs e os miRNAs pode afetar os niveis de expressdo de genes-
alvo dos miRNAs, resultando no aumento ou diminuicdo da expressdo de seus RNAs
mensageiros correspondentes (PIWECKA et al., 2017b). Dessa forma, os circRNAs atuam
como reguladores de reguladores, desempenhando um papel complexo na rede de regulagéo
génica.

Devido a importancia dessa funcao, diversos bancos de dados foram desenvolvidos para
prever as interagOes entre os circRNAs e os miRNAs. Utilizando essa disponibilidade de
recursos, realizamos uma analise utilizando o circFumBase para prever as interacGes de
miRNAs para os circRNAs identificados na intersec¢cdo dos bancos de dados analisadas.

Infelizmente, em nossas analises utilizando o banco de dados circFunbase, conseguimos
prever apenas 5 redes de interagdo entre circRNA e miRNA em camundongos. Essa limitagéo
pode ser atribuida a falta de atualizacdo do banco de dados, que ndo recebeu atualizacGes desde
2019, ha cerca de quatro anos. E importante ressaltar também que os estudos sobre circRNAs
sd0 uma area de pesquisa extremamente nova e em constante desenvolvimento. Portanto, pode
haver um atraso na inclusdo dessas novas descobertas nos bancos de dados existentes.

Além disso, é relevante destacar que os circRNAs presentes nesses bancos de dados ndo
coincidem exatamente com as localizagdes cromossdmicas encontradas em nossas analises.
Suspeitamos que essa pequena diferenca possa ser devido ao uso de diferentes genomas de
referéncia para camundongos. Pretendemos investigar essa discrepancia mais detalhadamente
em futuros estudos.

Com as redes de interacdes circRNA-miRNA que obtivemos, utilizamos o banco de
dados miRDB para identificar os genes que eram regulados pelos miRNAs. Ao contrario dos
circRNAs, os miRNAs sdo mais bem estudados, possuem uma nomenclatura padronizada e
robustos bancos de dados que sdo frequentemente atualizados. Nessa busca, encontramos
informacdes para a maioria dos miRNAs pesquisados, com excecao de apenas 5 miRNAs que
n&o foram encontrados nos bancos de dados consultados.

Devido a natureza abrangente das interacfes entre miRNAs e seus alvos, a busca por
interacdes entre miRNAs e mRNAs resulta em muitos resultados. Para facilitar a organizacéo
e acesso a essas informacdes, decidimos armazenar nas planilhas o link de acesso aos resultados
correspondentes. Essa abordagem permite que os resultados sejam consultados diretamente nos

bancos de dados, onde sdo atualizados regularmente, garantindo que as informagdes mais
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recentes estejam disponiveis. Dessa forma, podemos explorar de forma mais eficiente as
interacdes entre mMiIRNAs e mMRNAs relevantes para nossa pesquisa. Dado o volume de dados
obtidos, planejamos filtrar essas interacoes entre circRNA-miRNA-mRNA no futuro, buscando
focar em interacdes que sejam relevantes para o desenvolvimento da DA.

E importante ressaltar que a analise e interpretacio desses resultados sdo baseadas em
andlises bioinformaticas e exigem validagdo experimental adicional para confirmar a relevancia
funcional dos circRNAs identificados. Estudos futuros que investiguem mais a fundo as

interacdes entre os circRNAS, seus genes parentais e 0s processos bioldgicos afetados na DA.

6 CONCLUSAO

No presente estudo, prop6s-se investigar a transcricdo de circRNAs em uma regido
vulneravel utilizando métodos de bioinforméatica em um modelo animal transgénico para
amiloidose humana. Durante a busca em bases de dados, foram identificados diversos modelos
animais com mutac6es provenientes da doenca de Alzheimer familiala. No entanto, optou-se
por realizar as andlises utilizando o modelo APPswe/PSEN1dE9 devido a sua ampla utilizacéo
na literatura cientifica. Além disso, foram encontrados diferentes estagios de idade do modelo
APPswe/PSEN1dE9, o que permitira uma abordagem mais abrangente em nossas analises.

Os resultados obtidos em nosso estudo revelaram um aumento progressivo na
desregulacdo dos perfis de circRNAs no hipocampo de camundongos transgénicos
APPswe/PSEN1dEY, associados a DA. Importante ressaltar que esse aumento na desregulacéo
de circRNAs ja foi relatado em estudos anteriores, utilizando outros modelos para a DA. Essas
evidéncias reforcam a importancia de direcionar esforgcos para investigacdes adicionais sobre
esse tema, a fim de fornecer maior robustez a esse achado.

Ao compararmos com estudos que investigaram outras regies cerebrais, observamos
que a expressao de circRNAs nao é uniforme em todas as regides. No entanto, a caracterizacéo
abrangente da expressdo de circRNAs em cérebros afetados pela doenca ainda ndo foi
estabelecida. Nesse contexto, torna-se essencial realizar pesquisas com o0 objetivo de
compreender 0 padré@o de expressdo de circRNAS nas regides cerebrais afetadas pela DA, bem
como ao longo das diferentes fases da doenca.

Além da desregulagdo crescente nos perfis de circRNAs no hipocampo dos
camundongos APPswe/PSEN1dE9, nossos resultados revelaram que os genes parentais dos

circRNAs desempenham func@es de grande importancia na DA. Muitas dessas fungdes estdo
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associadas a processos sinapticos, os quais sdo descritos na literatura como uma das funcbes
mais prejudicadas na DA.

Outras funcgdes que podemos destacar € o transporte de ions, o metabolismo da glicose,
as respostas ao estresse oxidativo, a apoptose neuronal, a aprendizagem ou memdria, 0
desenvolvimento neural embrionério, a homeostase da glicose celular e a regulacdo da
cognicdo. Essas fungdes sdo relevantes para o funcionamento normal do cérebro e muitas delas
estdo desreguladas na DA. Além disso, observamos a presenca de GOs compartilhados entre as
idades de 6 e 8 meses no modelo animal, sendo que o0s genes associados a funcgdes sinapticas
foram os mais frequentes. Os mesmos GOs compartilhados apresentaram um aumento de
expressdo de até 10 vezes aos 8 meses em comparacdo com 0s 6 meses, demonstrando uma
desregulacdo crescente e continua desses genes, o0 que resulta na formacao de um maior nimero
de circRNAs.

Ao analisarmos os genes precursores de CDES em intersecgdo entre os estudos,
identificamos 15 genes compartilhados em pelo menos duas das idades investigadas, e 0 gene
CCDC141 foi compartilhado nas trés idades. A descoberta de genes compartilhados em
diferentes estagios ou idades da DA formando circRNAS, incluindo estagios pré-alteracdo, € de
grande relevancia, pois os circRNAs provenientes desses genes podem fornecer informagoes
importantes sobre os mecanismos da doenca, além de serem potenciais biomarcadores.
Portanto, € fundamental conduzir estudos adicionais que investiguem o gene CCDC141 e outros
genes em relacdo a DA com esse perfil.

Os demais genes identificados mostraram-se consistentemente importantes para o
funcionamento do cérebro, e muitos deles estdo associados a outras doencgas neuroldgicas, como
depressdo, doenca de Parkinson, transtorno bipolar, esquizofrenia, além da prépria DA. No
entanto, ndo encontramos estudos sobre circRNAs associados a maioria desses genes, com
excecao do gene Homerl, que ja foi descrito na literatura por produzir CDES na DA.

Ao utilizar genes precursores de CDES compartilhados entre os estudos em bancos de
dados especificos para estudar a fungdo de circRNAs, notamos a falta de atualizacdo dessas
ferramentas. Nossa busca retornou apenas 4 genes e 5 redes de interacdo associados a CircRNAS
na espécie de camundongos. Essa limitacdo ressalta a falta de atualizagdo dos bancos de dados
disponiveis e evidencia a necessidade de estudos mais robustos para preencher essa lacuna.

Direcionamos nossa pesquisa para as 5 redes de interacdo entre circRNAs e miRNAs
encontradas, explorando também os mRNAs regulados nessa via. Ao explorar as interaces

entre miRNAs e mMRNASs, encontramos uma abundéncia de resultados. Planejamos realizar uma
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filtragem criteriosa dessas interagdes, focando em redes de interagfes relevantes para o
desenvolvimento e a progressdo da DA.

Explorar o mecanismo pelo qual as alteracGes na DA sdo mediadas através da expressao
diferencial de circRNAs e atividade como reguladores transcricionais em vias alteradas da
doenca trard novas perspectivas e um entendimento mais profundo da patogénese da DA. Até
0 momento, existem indicativos fortes que sugerem a contribuicdo das moléculas circulares
para o desenvolvimento e progressao da doenca. Além disso, os modelos experimentais tém
fornecido novas evidéncias sobre os mecanismos iniciais de disfuncdo dos circRNAs na DA.
Investigar as mudancas transcricionais causadas pelos circRNAs na DA é de extrema
importancia para a compreensdo molecular da doenca.

Portanto, o estudo aprofundado das alteracGes relacionadas aos circRNAs na DA é
essencial para melhor compreender a influéncia dessas moléculas na patologia da doenca. Essa
compreensdo pode ter implicacGes significativas na identificacdo de alvos terapéuticos, no
desenvolvimento de estratégias de diagnostico precoce para DA.

7PERSPECTIVAS

Uma perspectiva promissora e possiveis futuros trabalhos relacionados a esta pesquisa
estdo associados a continuidade dos experimentos de bioinformatica realizados neste estudo,
bem como a validacdo experimental dos resultados obtidos. Essa validacdo experimental pode
fornecer uma confirmacdo mais robusta e esclarecer aspectos ainda ndo totalmente
compreendidos dos resultados.

Com base nos achados deste estudo, podem ser sugeridos 0s seguintes passos para
investigacdo adicional:

1. Realizar uma analise comparativa das localizacdes cromossdmicas dos
circRNAs identificados neste estudo com os registros em diferentes bancos de dados, a fim de
garantir a precisdo das identificacGes e ter maior confianga nos circRNAs encontrados.

2. Refinar as redes de interacGes circRNAs-miRNAs-mRNAs, filtrando-as com
base em vias bioldgicas importantes relacionadas a DA.

3. Validar experimentalmente as alteracbes de expressdo dos CircRNAs
identificados utilizando a técnica de RT-gPCR em tecido hipocampal de camundongos
APPswe/PSEN1dE9.
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4. Avaliar, por meio da técnica de RT-qPCR, a transcrigdo e expressdo génica dos
genes envolvidos nas redes circRNAs-miRNAs-mRNAs identificadas como relevantes para o
desenvolvimento e progressio da DA no tecido hipocampal de camundongos
APPswe/PSEN1dE9.

Ao seguir essas direcdes de pesquisa, serd possivel aprofundar nosso conhecimento
sobre o papel dos circRNAs na DA, validar os resultados obtidos pela analise bioinformatica e

obter informaces valiosas sobre os mecanismos moleculares envolvidos na patologia.
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Pessoal de Nivel Superior (CAPES), a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul (FAPERGS), o Instituto Serrapilheira e a Alzheimer's Association. Essas
organizacbes forneceram suporte financeiro para a realizacdo da pesquisa. E importante
ressaltar que os financiadores ndo desempenharam nenhum papel na concepcao da revisao, na

coleta e analise dos dados ou nos resultados estatisticos obtidos neste trabalho.
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APENDICE A— EXPRESSAO DIFERENCIA DE CIRCRNAS EM GSE166393

ENSEMBL baseMean log2FoldChange IfcSE pvalue padj circ_id circ_type gene_id gene_name gene_type
3:126769700]126781865;3:1
ENSMUSG00000105119  384.654557305649  0.2116975586145  0.262146836002839 0.000212393637028352 0.118814328013892 26769700]|12681703%;3:126  exon  ENSMUSG00000105119  GmA43765 TEC
775449|126817039
ENSMUSG00000098202 6233.15105291443 -0.118426376037806 0.0911731528041597 0.000273525656813931 0.135655205796801  12:109680429/109684933  intron  ENSMUSG00000098202 B830012L14Rik InCRNA
7:113818761113822582;7:1
ENSMUSG00000030754  7589.98745186648 0.100356541074756 0.0662621072905108  0.0005084689773123  0.193661763422712 13825838|113826409;7:113  exon  ENSMUSG00000030754 Copb1 protein_coding
839860]113846077
ENSMUSG00000093533  2905.05936592368 -0.13467307347945  0.17911321491736  0.000590478636872803 0.206320427352879  17:26060026| 26060456 exon  ENSMUSGD0000093593  Gm20683 protein_coding
6:28242976|28247283;6:282
ENSMUSG00000039841  2846.22784850249 0.118707838966947 0.133187741598167 0.000602803412607323 0.206320427352879 42976|28256525,6:2824297  exon  ENSMUSGO0000039841  Zfp800 protein_coding
6/28260835
ENSMUSG00000116275 851.339174542027 0.0349337400947035 0.122016891685891 0.00103378609899046  0.2623103725434  1:133577587|133578753  antisense  ENSMUSG00000116275  Zc3hlla protein_coding
6:92864322|92871367;6:928
ENSMUSGO00000030022  3288.00976606545 -0.085988566620692: 0.154534846196528  0.00171327907021097  0.348562178169361 64322|92889893;6:9287835  exon  ENSMUSG00000030022  Adamtsd protein_coding
6/92889893
ENSMUSG00000029001 5961.41428984869 -0.081697949300671¢ 0.0795518829439268 0.00190648259748899  0.358796629007565  4:148240603 148241163 exon  ENSMUSGO0000029001  Fbxod4 protein_coding
ENSMUSG00000006005 26379.5813219607 0.0816696189864126 0.0422783128404533  0.00202136948052795  0.358796629007565  1:150282213|150283328 exon  ENSMUSGO0000006005 Tor protein_coding
ENSMUSG00000069045  9802.91563926867 0.0792591734576241 0.0694270346510809 0.00219995572043759  0.371522710863711  Y:1267103|1284382 exon  ENSMUSG00000069045 Ddx3y protein_coding
9:71612430|71624779;2:716
ENSMUSGO0000032232  6356.56893317823 0.0593515557830438 0.140847206199505 0.00273741405847939  0.40859782784824 12430|71633364,9:7162260  exon  ENSMUSG00000032232 cgnht protein_coding
5|71624779
ENSMUSG00000108597 1008.88219972096 -0.0729277203683597 0.0776988392368897 0.00310729771994158  0.414240180466733 7:57411551772;'5577:‘;?2?7’7:574 exon  ENSMUSG00000108597  GmA44708 TEC
ENSMUSG00000042078 8901.96150152942 -0.072697353797598: 0.061259835584896  0.00356379076776588  0.430089668981436  5:114179885 114183692 exon  ENSMUSG00000042078 Svop protein_coding
ENSMUSG00000022362 238.347664236163 0.0632663383282026 0.125699571115837  0.00357987602246992  0.430089668981436 15:577211:?2%12;991;;‘;7285;155 exon  ENSMUSG00000022362  Gm29394 protein_coding
2:7685379077003951;2:768
79923|77003951;2:7690518  intron;intron
ENSMUSGO0000044033  3172.44415856088 0,0685179622373903 0.0751067833772015 0.00401625915529606  0.448604434164602 0|77003951,2:76919414|76 ;intron;exon;i ENSMUSGO0000044033  Ccdc141 protein_coding
938823;2:76954466(770039  ntron
51
ENSMUSG00000036898  3609.87048878815 0.0715220830680353 0.0565907745823886 0.00416340690142979  0.448604434164602  5:138453242| 138455894 exon  ENSMUSGO0000036898  ZfplS7 protein_coding
3:126832396]126850740;3:1
ENSMUSG00000105322  1207.9922689734 0.0631845090064748 0.104156278426381  0.00435390464456199  0.45051587885725 26840374|126850740;3:126  exon  ENSMUSGO0000105322  GmA3751 TEC
841831|126850740
ENSMUSG00000107226  819.759136385519 -0.067572590909755: 0.0669786155782705 0.00458502033545183  0.452051141674438  5:81345413|81535835 exon  ENSMUSGO0000107226  Gm43594 TEC
ENSMUSG00000063801 8544.57831772364 -0.0723203012207774 0.0486651308723484 0.00469702878897523  0.452051141674438 7:7%Z§z;||7799§f385§&§55;7:795 a""‘i:”*" ENSMUSGO0000063801 Ap3s2 protein_coding
ENSMUSG00000074925 11833.0237084593 0.0534580261756857 0.113710057785852  0.00529238074131758  0.472890755620085  19:23671685|23697718 exon  ENSMUSG00000074925 Ptarl protein_coding
10:62582680(62583243;10:6
2586326|62586795;10:6259
587362596058;10:6259921
ENSMUSGO0000020074 8363.63314365759 0.0655520051119469 0.0640704696545515 0.00540683343990524  0.473342319682792 2| 0200250LA0:0260663416 | ey 1116600000020074 Cearl rotein_codi
’ " : : - 2607844;10:62606634|6262 protein_cocing
6821;10:62612347|6261274
2,10:62616220]62621373;10
162616220|62626821
3:68981407 | 69009581;3:689
ENSMUSG00000089417 9263.91762073253 0.0576246116105454 0.099143995423022  0.00560356763921295  0.473342319682792 84083|68997410;3:6898849  exon  ENSMUSG00000083417  Gm22009 scaRNA

2]69009581
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ENSMUSG00000052387 43435.8791412512 0.0505197937458742 0.105003983495146  0.00659703491120491  0.493875932532915

ENSMUSG00000022770

ENSMUSG00000035890

ENSMUSG00000022623

ENSMUSG00000089617

ENSMUSG00000025240

ENSMUSG00000045991
ENSMUSG00000105893
ENSMUSG00000017417
ENSMUSG00000024805

ENSMUSG00000020608

ENSMUSG00000116858

ENSMUSG00000021775
ENSMUSG00000030098

ENSMUSG00000097391

ENSMUSG00000054863
ENSMUSG00000030323

15897.5951738867 0.0592307372019505

4248.98842414916 -0.065274125025252¢

41625.946074303 -0.063258119144213¢

6068.81524448518 0.0424281830019777

7421.93420658283 0.0618895239118987

3175.52294273516 -0.049509920622076:
228.954884181467 0.0524767928992583
1659.35600486083 0.0245128700485088
2978.3825540187 0.0571471012579501

7496.7088649857 0.0586255755323525

1227.92893117963 -0.056143756816609¢

12278.4895404426 0.0493913778728613
474.979118540591 0.0233130156164814

6467.86002110423 -0.053516139933022¢

10829.8828394903 -0.053034770552000!
4130.37572640795 -0.053802406825712

0.0735917891131285

0.054768688598531

0.0597358730750069

0.106955620101179

0.06029643136286

0.0998870052339654
0.0902114612540408
0.0918561535375926
0.0686866928464806

0.0632989550398771

0.0676429532251586

0.0864855287357498
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4114
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1561924|31606950;16:3156
1924]31615828;16:3156192
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152711349430
17:3195350|3248498;17:320
94383248498
14:4247443|4257917
6:85618301 85751471
12:109696201|109708724;1
2:109700997|109704241;12:
109700997|109708724
15:87565681|87567214;15:8
7565681 87604830
6:115900227|115901433

exon

exon

intron
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exon

exon
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intron;exon

exon

ENSMUSG00000052387

ENSMUSG00000022770
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10:6850570|6870086;10:686
9714|6870086;10:6869714 |

ENSMUSGO0000064065 5413.25725383905 0.0362562306884%62 0.0988173491301546  0.00982658356394013  0.575810469263254 ccoc i /il it exon  ENSMIUSGO0000064065 Ipcefl protein_coding
32
7:14297217]14343264;7:142
ENSMUSGO0000041596  321.267579681295 -0.0649642638898041 0.195287756141582  6.81813774147737e-06 0.0171540395436567 21/ |14355015;7:1430412 exom;intronii  pycyyi;6600000041596  Nirps-ps transcribed_unprocessed_pseudogene

6]14343264;7:14312661| 14 ntron;exon
343264




APENDICE B— EXPRESSAO DIFERENCIA DE CIRCRNAS EM GSE158995

ENSEMBL base Mean Tog2Foldchange 3 pvalue pad drc_type gene_id gene_name gene_type circ_id
ENSMUSGO0000033327 1564.02166375857 0361357791528607 0229936300641742 0.000109797572989022 0.0288251972617649 exon ENSMUSG00000033327 Trob protein_coding 17:34938500] 35020194
ENSML 804 o. 80 0.1 o. o exon ENSMUSGO0000026187 Xrecs protein_coding 1:72365375 (72396045

0. o. 7434162 7 exon ENSMUSG00000025372 Baiap2 protein_coding 11:119871615| 119872952
ENSMUSGO0000036242 2707.09273252001 021827246227263 0.1 0. exon ENSMUSG00000036242 Armha protein_coding 14:49919776|49926755
aoe - ey 5 Ay 3:8867959888794578;3:886795
98|88807261;3:88718521| 88794
ENSML 3613 0. 01 724 0. 37636 exon ENSMUSG 00000037400 Atp11b protein_coding 3:35863506|35893363
1018 0. 0.1 exon ENSMUSG00000030015 Gm15446 protein_coding 5:110089941 110155182
ENSMUSGO0000061143 1006.99471050265 -0227980074744489 0.145689077050011 2 0. exon ENSMUSGO0000061143 Mami3 protein_coding 3:51762920(51764497
ENSMUSGO0000034709 4049.76189381718 . o exon ENSMUSG00000034709 Pppir2i protein_coding [ tatozs A aseces s, Yo AE)
306988891409
ENSMUSG00000041417 7758.97811290849 0.1491 0.0804: ) 08 exon ENSMUSG00000041417 Pikary protein_coding 13101893834 101894547
5827. 0. 0.1 exon ENSMUSG00000024112 Cacnath protein_coding 1725599199 25600547
3:123395090|123427989;3:1233
ENSML 2370, o o1 o, exon ENSMUSGO0000027877 Ndst3 protein_coding 95090 123466126;3:123421608 |
123466126;3:123464990(12346
& 17:43126836(43131548;17:4315
1991 0. 03 o exon ENSMUSG0O0000061665 cd2ap protein_coding iy
7:66558341 66565642, 7:666915
5 80 -0233175783817716 0. 580 0.0 exon ENSMUSG 00000058145 Adamtsi7 protein_coding 33| 66701785;7:66691533 | 66728
125,7:66720337 (66728125
19:28261052|28294513;19:2833
1880, o1 o1 i Glis3 protein_coding 1606]28335352;19:28505160| 28
517808;19:28508273|28509386;
ENSMUSGO0000034731 13884.0661916911 -0.173303353121084 0.130289121731261 0.000685511278797942 0.095392796464771 exon ENSMUSG00000034731 Dgkh protein_coding 1478889121 78891236
830 -0.187637627229842 0.162458251745661 o antisense ENSMUSG00000038911 Spsbi protein_coding 2:150028221|150028626
ENSML 3726, . 4 01 146401 0.108617021234791 exon ENSMUSG00000030306 Tmtci protein_coding 6:148312536|148327482
21113194181 |113196174;2:1131
94181113260157,2:113256867 |
exn e 113309308;2:113256867|11339
— o o et protein; coBng 3715;2:113256870|113309308;2
: :113256870]113393715;2:11335
KA 5496 113359808,2:113412443| 1
13423561;2:113412443 (113433
634;2:113412443|113467169;2:
ENSMUSGO0000036745 14388.8554396112 011 0.0978 0.00104517605932388 0.125224718194965 exon ENSMUSG00000036745 Ttz protein_coding 3:146599757 146621544
ENSMUSGO0000026354 1452.41226911058 . o 0.00121012524812507 0.140280233308629 exon ENSMUSG00000026354 Lt protein_coding 1:128219660|128222061
ENSMUSG00000034755 1192 33048671965 0. 0. 0. 0.15° exon ENSMUSG 00000034755 Pedhiix protein_coding W119270453]118%11363,).3193
09099 119311594
5640. 0. 03 0.001 01 2 exon ENSMUSGO0000027777 schipt protein_coding HESA07I BRI R0; 003257
73| 68528399
ENSMUSGOO000039087 5165.42129907182 -0.140203721580265 0.161479361013622 0.001: 0.1 exon ENSMUSGO0000035087 Rrebi protein_coding 13:38072847| 38083763
7:61463010|61463938;7:614630
1313, o. o 0.001 0.177240121479625 exon IncRNA 10]61575168;7:61463010| 61578
039;7:61561111 61575168
19:40300113|40306512;19:4030
0113|40325479;19:40313915| 40
2643, 0. 0.1 0. 0.18242115440196 exon ENSMUSG 00000025006 Sorbs1 protein_coding 315381;19:4032543040353610;
19:40338343|40353610;19:4035
1646]40353610;19:40381832 |40
1601 . 01 o. exon ENSMUSGO0000050896 Rtnari2 protein_coding 2:84710732|84711213
ENSMUSGO0000034653 2223.15 0. 011 0. exon ENSMUSGO0000034653 Ythde2 protein_coding 18:44963219| 44993716
6257. . 0. exon ENSMUSGO0000066687 Dth16 protein_coding FARIASA0IAR10400, 04003
64148744398
ENSMUSG 00000028032 2753 o1 0. o. exon ENSMUSGO0000028032 Papss1 protein_coding 3:131285072131290927,3:1313
056261 131313224:3:131305626|
17:90868169|90805057;17:9086
8169|91008333;17:90872733|91
008333;17:90896099|91008333;
33061 o 141716213 021 751 S Nexnt protein_coding 17:90850419(91008333;17:9085
;exon;exon;exon;intron;exon
041991011795,17:91008172| 91
011795;17:91298795|91299572;
17:91298795|91302906;17:9129
ENSML 7018. 0.07: 1 0.090001 0.00265272124562122 0.218232164409355 exon ENSMUSGO0000020577 Tspani3 protein_coding 12:36071800| 36074071
14:29767172|29769328;14:2985
986, . o i cacnad protein_coding 8998| 29864674;14:29862773 |29
864674;14:29893913|29918820;
ENSMUSGO0000038526 489.791108761892 0.108924804415088 0.167960441760652 0.00289796105609484 0.227364130218442 exon ENSMUSGO0000038526 Carid protein_coding 3:95777806(95950240
109 o 76 o exon ENSMUSG00000104148 Pedha2 protein_coding 18:37289208| 37318666
ENSML 2302 o. o. 116 o 458 0244547411074079 ugtsa protein_coding X007 125709410,3 4257
08287|125709110
1712, 01 0.003301 0. exon ENSMUSG 00000022270 Retregl protein_coding 15:25964310| 25972222
ENSMUSGO0000064351 455408.666618831 1 01 o 0.25188113260663 antisense ENSMUSGO0000064351 mt-Cot protein_coding MIT:5760| 5954
13087. . o 0. exon ENSMUSGO0000035284 Vpsiic protein_coding 967759773 |67768167,9.677660
72|67785459.9:67783509| 67797
ENSML 1573, . a019 01 °. o 1 exon ENSMUSG00000026604. Ptpnid protein_coding 1:189518833|189530878
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ENSMUSG 00000026384 7756. 15556065 0. 0. 0. exon ENSMUSG 00000026384
ENSMUSG 00000022514 3423 0. 0.1074 0. 0. exon ENSMUSG00000022514
ENSMUSG00000039419 6394.28294311966 01 0. 0. exon ENSMUSG 00000035419
ENSMUSG 00000028876 1630.53154152951 -0.0848105674484372 0.125980982479952 0.00403910167191869 0.268816563325277 exon ENSMUSG 00000028876
ENSMUSG00000102422 2022. 0. 01 0.00442681703550293 0.280931048776477 exon ENSMUSG 00000102422
ENSMUSG 00000024151 1224.52902201217 0.0793162500783813 0.121477812527966 0.00442895423276128 0.280931048776477 exon ENSMUSG 00000024151
ENSMUSG 00000040752 171 29138 0. 1 0.00474462711798617 0.292072701069963 exon ENSMUSG 00000040752
ENSMUSG 00000050122 406.469178207657 -0.078244077275024 0.156. 15 0.00481 0.294915958514668 exon ENSMUSG 00000050122
709 6807, 1711594 01192 0. 0. 709
ENS MU SG 00000056608 9104 -0.061 0. 016 0.296578305654793 exon ENSMU SG 00000056608
7 365. 007 0.151 0.00511868682176324 0.296789899395041 exon ENSMUSG 00000019917
ENS MU SG 00000026090 14630.4219962617 -0.0648831302619517 0.10416444731713 0. 0. 246 exon ENSMUSG 00000026050
50N ;£XON;EX0N £XON;EX0N EX0N
;0N ;2XON; 0N ;2X0N;EX0N 2X0
ENSMUSG 00000037386 7673.91138985265 0.055010027389192 0.0913588142168328 0. 0315421 <
‘on;exon exon;exon;exon;intron;
£X0n;ex0N;ex0Nn;exon;intron;intr
on;exon;exon gxon
ENSMUSG 00000024293 1699.51138843239 0.0668568767959461 011 2 0. 0317170974140833 exon ENSMUSG 00000024293
a6 1519. 0061 0. 0. 7661 o. exon ENSMUSG00000047146
ENSMUSG 00000036815 3581.68142397187 0.0583901720674594 0.098' 1 11 03 ENSML 5
ENSMUSG 00000054477 34 -0.051 0. 0. 0. 77
ENSMU5G 00000028745 5681. 0. 0.0829411843979703 0.00643819118950415 0.329325470243633 exon ENSMUSG 00000028745
13 5086. Q. 29 0. 0. 0.341244891745014 exon ENSMUSG 00000039713
ENSMUSG 00000028419 2043.70816710788 -0. 0.098. 0.007391 74 0. exon ENSMUSG 00000028419
1 1 71739 0.354803686148481 intron ENSMUSG 00000044033
ENSMUSG00000038816 1191.44182228997 0.0606050154262251 0.123671931339782 0.00796350076300113 0.36431542053356 exon ENSMUSG 00000038816
7 11793 0. 0.0080202 0. F 7
ENSMUSG 00000045038 35052.6511827523 -0.0320127882469193 0. 0. 0.36431542053356 exon ENSMUSG 00000045038
ENSMUSG 00000034488 6460.27 0. 0. 0.00812118231245059 0.365187271138207 exon ENSMUSG 00000034488
ENSMUSG 00000049493 779.150541741323 0.0569731416361113 0.114504768145698 0.00843704403656646 0374671915773096 ENSML
ENSMUSG00000011831 3589.41751577173 0. 0. 0. 0. exon ENSMUSG00000011831
ENSML 1351 -0.0481652241833834 0. 0. 5376995 0.384043688750512 exon ENSMUSG 00000021993
1164 0. 0. 0. 73171 exon ENSMUSG 00000025898
ENS MU SG00000024966 6153.47148344973 -0.042308373735292 0. 1897 0. 738225 0.389767 13283 exon ENSMUSG 00000024966
ENSMUSG 00000105469 251.122118035666 0. 01 Q. 0. 18 exon
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1:1109619331|119693652;1:1196
33885| 119693652;1:119635506 |
119701001;1:119643677|11969
3652;1:119649594]119701001;1
1119669085 |119693652;1:11970
1626495459 26519986
6:45630928|45692922;6:459864
36]45992422
4:124787885 124793742
3:68401907 | 68402590;3:685237
73| 68528399
17:87985636|87987506;17:8798
7228| 87987506
14:55181735|55209177;14:5518
5749|55212223
1:37181810|37182148
13:103970006|103971536;13:10
4020651 | 104025793;13:104020
8:91658877|91660490;8:916588
77|91683342;8:91658877| 91716
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10:59027988 59028637
1:37715423|37715860;1:377586

51|37894454
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8371|39155707;15:39138371 | 39
209016;15:39155497|39155707;
15:39155497|39208016;15:3920
8706|39209016;15:39300393 | 39
301318;15:39300393|39342106;
15:39300393|39399377;15:3930
0393|38479906;15:39315436| 39
326006;15:39315436|39342106;
15:39315436|39374770;15:3931
5620|39326006;15:39315620|39
342106;15:39315620|38374770;
15:39315620|39381267;15:3931
5620|39399377;15:39315620 39
430439;15:39315620|39449158;
15:39315620|39479906;15:3931
7756|39321283;15:39332551|39
449158;15:39335730|39479506;
15:39370362|39381267;15:3939

18:10574875 | 10586041;18:1057
4875|10588550;18:10582055| 10
586041;18:10582055 | 10595875;
18:10588439|10596441;18:1059
10:62668673|62676153;10:6266
867362676157
1:123312014|123326357;1:1233
30562 | 123360814;1:123351342 |
123373050;1:124561102|12456
18:45691357|45694383;18:4572
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4:152196565|152197157
4:40952368 40960971
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4:56826274|56847999
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17:86781745(86784319;17:8678
1745|86789677,17.86781745| 86
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14161080657 | 61112756
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3460131;9:3441055|3477962
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ENSML 13786. 0.0304533321863644 o. 28675 0. 24408 0397807799623785 exon
ENSMUSG 00000050751 B240. -0. 0. 0. 0.397807799623785 intron
ENSMUSG 00000030583 12460. 0. 0.065030813754288 0.00996825879069806 0.403522349051115 exon
ENSMUSG 00000007617 11156.7181230447 72054 0. 11 07 0. exon
ENSMUSG 00000024557 7394, 0. 74 0.0627710645937991 121534244024209e-06 0.000803566416414879 exon
4420. 2 0. 1 74245579 exon
ENSMUSG 00000026575 1975.56986489207 1 0.1 145162705735448e-29 2.59144462278923e-25 exon
1000; 0. 0. 1 e-05 000751
ENSMUSG 00000068270 1194.59767589283 096137711666053 0.153886729945157 2,04759966135441e-12 9.13843728862472e-09 exon
7442 74 0. 2162 0. 1959 4 19e-05 0. exon
ENSMUSG 00000020431 58018.2783663116 -0.274235063064272 0.10977: 8. 05 0. exon

ENSMUSG 00000026904

ENSMUSG 00000050751
ENSMUSG00000030583

ENSMUSG 00000007617

ENSMUSG 00000024597
ENSMUSG 00000024472

ENSMUSG 00000026575

ENSMUSG 00000055723
ENSMUSG 00000068270

ENSMUSG 00000062202

ENSMUSG 00000020431
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2:62097745|62135119;2:620977
4562147025
8:125122092(125123323
7:29082621|29087576
13:93478264|93485805;13:9347
8264]93492587,13:93522853|93
18558030416 58032471
18:44538277| 44538827
1:164140422|164175448;1:1641
40422 164230646;1:164140425 |
164175448;1:164140425 16423
0646;1:164168298 |164175448;1

X:6432847 | 6536490
17:30518505|30553306;17:3073
2530|30749313;17:30732530 30
749339;17:30743687 30749339
11:7028888|7059112;11:702888
8|7080403;11:7080276| 7089189

:11:7087273 |7089189;11:70872




APENDICE C— EXPRESSAO DIFERENCIA DE CIRCRNAS EM PRINA712946

ENSEMBL

baseMean

log2FoldChange

IfcSE

pvalue

padj

circ_type

gene_id

gene_name

gene_type

circ_id

ENSMUSG00000030660

ENSMUSG00000021171

ENSMUSG00000024642

ENSMUSG00000049583

ENSMUSG00000014361

ENSMUSG00000105891
ENSMUSG00000022797
ENSMUSG00000001829
ENSMUSG00000102918
ENSMUSG00000031652

ENSMUSG00000038886

ENSMUSG00000019916

ENSMUSG00000030465

ENSMUSG00000027782

7384.70387087168

15202.7627795691

9168.03255908228

62655.27897578

4083.58870340409

332.967415184074
16698.8847882297

5867.0676415184
12974.4225870233
8370.33070347042

26389.0924388897

4500.57858433163

120302.607846326

13892.8156135488

-0.276763322901197

0.181770400401907

0.2508375813452

0.227242374909961

-0.419257179926895

0.610076972517385
-0.261964349179545
0.233105639748803
-0.240362415002763
0.233063842924899

0.16992620608492

0.240441898171949

0.19944460062245

0.2060001322329

0.109541711149675

0.0578907645805172

0.0947463321576124

0.0819995703854863

0.194305592864216

0.314124264783159

0.104299921758737
0.0873053733360122
0.0920915538449059
0.0883757185997019

0.0546632747402182

0.0936236966035028

0.0698882203328435

0.0740744382243807

0.00010624492272199

0.000106643073076048

0.000109865907238438

0.000118766162827771

0.000122006095391907

0.000130786852174106
0.000137323671940741
0.000142840297474953
0.000148315055462417
0.000157497067841401

0.00015846601739177

0.000167383989588128

0.000172416594059015

0.000184195524805989

0.00406021181300944

0.00406486925950231

0.00417313943166112

0.00439046872785175

0.00447346635595082

0.0047395737833439
0.00493995888817635
0.00512587633353411
0.00529650342480228
0.00549884555161583

0.00549884555161583

0.00578103436340407

0.00591320594030369

0.00623004311832302

exon

exon

€exon

exon

exon

intron
exon
exon
intron

exon

exon

exon;intron

Kon;exon;exor

exon
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8:68145692|68173605;8:6814
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ENSMUSG00000063317

ENSMUSG00000031700
ENSMUSG00000059173
ENSMUSG00000024187
ENSMUSG00000027895
ENSMUSG00000030934
ENSMUSG00000035877
ENSMUSG00000064065

ENSMUSG00000002028

ENSMUSG00000030168

ENSMUSG00000043557
ENSMUSG00000003814

ENSMUSG00000028613

ENSMUSG00000028082

ENSMUSG00000068663

ENSMUSG00000103310

ENSMUSG00000048249

ENSMUSG00000029189

ENSMUSG00000039375

ENSMUSG00000036273

28435.4959758905

7949.2667108987
19214.3364005145
2295.54529989432
9090.83392226014
7325.11783001406
19447 5565246754
5821.77433828245

25450.5091240229

6858.78884751811

11868.6930179494
25343.9535091692

9085.73259088511

3111.70214188518

11724.4904551566

3120.055503472

12890.2463520767

6820.88901132622

3566.99942316753

6203.2912844265

0.191441936212115

-0.208614438591216
0.29454670347386
-0.289364038761545
0.28790207056988
0.186610672484413
-0.188235795893566
0.410373930007527

0.209191376550553

-0.435630758702918

0.339954609754454
0.204250772178251

0.213351223002448

-0.504817568949192
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0.3823920044071

0.214785733201895

0.28016040741325

0.209930573726264

0.290487020078506
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0.129295497395887
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0.000305187043122627

0.00628938081803484
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7:121260569|121278745;7:12
1266027]121278745;7:121268
878121278745
8:86238742|86244742
2:79695382 79718285
17:26437098| 26439554
3:107352746 107355756
7:132163513|132171869
2:160621321160624299
10:6885175|6906132
9:44720361|44727956;9:4473
4525|44738256;9:44735622 |4
4738256;9:44740081|4474056
8
6:119334177]119342341;6:11
9338789|119347369
17:30068131|30069662
8:85570694 85571594
4:107707301|107714517;4:10
7708505|107714517

3:85982455|85992664;3:8598

7702|85992664;3:85987702|8

6014659;3:85990534|8599266
4;3:86022094 | 86028493

16:10377885]10398906;16:10
41366610432464;16:1042886
7110456779;16:10428867 | 104
62745;16:10462625]|10512654
;16:10506344 | 10512654;16:10
549525|10560795

18:37222479|37225624

17:26955763|26962105;17:26
955763 |26978923;17:2695576
3]26982422;17:26955790|269
62105;17:26955790 26982422
;17:26958517|26962105;17:26
958517|26978923;17:2695851
7126982422;17:26961016 | 269
62105;17:26976779| 26978923
;17:26976779|26982422

5:53311513|53345424;5:5332
7699|53345424;5:53327699|5
3357813;5:53339064|5334542
4,5:53339064|53357813;5:533
57243]53357813
8:55134381|55143269;8:5513
438155149432
15:91639993|91664212;15:91
648835|91671329;15:9167116
9]91696603;15:91671169|916
98936



ENSMUSG00000117286

ENSMUSG00000047747

ENSMUSG00000026643
ENSMUSG00000035045
ENSMUSG00000051920
ENSMUSG00000045975
ENSMUSG00000036356
ENSMUSG00000037754

ENSMUSG00000056515
ENSMUSG00000040653

ENSMUSG00000022332

ENSMUSG00000040234

ENSMUSG00000014592

ENSMUSG00000036333

ENSMUSG00000045103

ENSMUSG00000041870

ENSMUSG00000043639
ENSMUSG00000031028
ENSMUSG00000021730
ENSMUSG00000075590

ENSMUSG00000074785

ENSMUSG00000022905

4934.15708523062

17207.1695661665

11554.3763515785

5940.38704734141
3089.89931049012
1624.54474551097
1742.09908739864
34195.5522461537

9760.37727826613
2439.70766055405

11471.5668155033

5867.04520112173

49212.7619659474

48280.2954172507

11923.6254663959

3942.95263045897

304.12419188908
28702.5778721359
24164.4711944675
6716.13158309989

8512.2306697588

23092.7746831356

0.202175358841757

0.185531666824908

0.164393124832597
0.199527285802489
0.439132091851101
-0.347784372747494
0.242759713028337
-0.194027724432981

-0.256090131613159
-0.285210263664552

0.235834043260308

-0.22833110749366

0.186587432036261

0.164366710126323

0.18981073613563

-0.303876656505407

-0.442047145341569
0.22045803381073
0.243004011206317
-0.286427247986287

0.26025421344004

0.168729415929833

0.076782135532756

0.0669802329594109

0.0560621772249515

0.0754898562101122
0.252685158628783
0.184667075029616
0.106416400938408

0.0733530405027223

0.116750197974792
0.139599815927199

0.103383102696837

0.0979711471015774

0.0701185701420581

0.0577815505355575

0.0727709538373697

0.159293837212644

0.276221274375347
0.0944765439762009
0.112803146990253
0.148292969724531

0.127130124889801

0.0615283980398214

0.000309410504394104

0.000309719167300303

0.000319215558835026

0.00031980221981297
0.000333309421965067
0.000350031327425663
0.000357830759491287
0.000361870220061108

0.000366495678839531
0.000378677737076791

0.000403531617738523

0.000406482616773731

0.000413470127183827

0.000417807188486304

0.000443618038946885

0.000451452777779296

0.000451890663218714
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46065;19:16655218 | 16669261
;19:16669111|16688305;19:16
672823 |16688305;19:1668763
5/16703057;19:16736951| 167

43904
6:51851455 | 51899320
1:40013087|40029459;1:4004
2917]40049837;1:40042917|4
0053857
6:142974886|142987269;6:14
2974886|142995965;6:142974
886]143007587;6:142974886|
143018420;6:143023989|1430
36411
2:76329601 | 76354488
1:46849005 | 46881041;1:4685
1146|46875311;1:46871716|4
6875311
1:60042815|60053177;1:6004
2815|60054994;1:60042815|6
0067395;1:60042815|6006740
5
8:18911493|18926146

8:114463313 114481291

6:120710692 120714109
6:112752460|112758019;6:11
2793552 |112793714;6:112793

552|112806592
4:74105551|74106006

11:8428225|8429665
5:71130768|71192140;5:7116
345071192140;5:71165266|7

1192140

1:132510733|132516048;1:13

2531536]132533323

15:53207798]53325612

10:62668673 62676157

1:152424818|152433338

8:129431894 129452667
16:52088745|52117347;16:52
109281]52126141;16:5210928

1]52130275
10:7090319|7104485;10:7102
86417104485
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5:111248560111249966;5:11
1330790|111331297
ENSMUSG00000026347 1518.51911615887 -1.09124702809231 0.293678890670208 1.02650644270836e-06 9.61973840227266e-05 exon ENSMUSG00000026347 Tmem163 protein_coding 1:127447082|127480541
ENSMUSG00000021814 7589.71794063373 0.273741579960089 0.0841101363199077  1.00364979884757e-05 0.000659227655823407 exon ENSMUSG00000021814 Anxa7 protein_coding 14:20510227|20515014

ENSMUSG00000033209 4022.13101133725 -0.432260271237072 0.0836971534594608  1.05108876375643e-09 2.49430144857233e-07 exon ENSMUSG00000033209 Ttc28 protein_coding




ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO

PPG

Ciéncias  UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Biolégicas INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

Bioquimica

PARECER CONSUBSTANCIADO

O projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo da transcricio diferencial de RNA circular na
doenca de Alzheimer”, da aluna Lavinia Perquim de Carvalho, sob a orientagdo do Prof.
Dr. Eduardo Rigon Zimmer, vinculado ao PPG Ciéncias Biologicas — Bioquimica desta
Universidade, apresentado para apreciagdo da Comissdo de Pos-Graduagdo, apresenta:

- Um tema relevante e com mérito cientifico uma vez que propde desvendar
mecanismos fisiopatologicos associados aos RNA circulares na doenga de
Alzheimer, e o valor como biomarcador periférico da doenga no cérebro.

- Uma introducdo fundamentada e com objetivos adequados ao estudo proposto. A
metodologia é coerente para que os objetivos sejam alcangados, havendo até este
momento uma infraestrutura adequada no Departamento para sua realizagio.

- Um cronograma de execugdo que prevé o periodo de 36 meses para a realizagdo do
projeto.

O projeto atende as exigéncias do “n” amostral, do detalhamento dos procedimentos
experimentais e do tratamento dos rejeitos.

Sendo assim, somos de parecer favoravel a aprovacéo do presente projeto.
Parecer aprovado em 08 fevereiro de 2023
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Prof. Luis Valmor C. Portela

" Assinado de forma digital
Fatima por Fitima Theresinha
Theresinha Costa Costa Rodrigues Guma
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