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Resumo

A deméncia é uma sindrome que esta relacionada com a idade, apresenta varias causas e sao
raras as que se podem tratar ou prevenir eficazmente. A forma de deméncia mais frequente é
a doenca de Alzheimer, uma doenca cerebral progressiva e degenerativa, irreversivel e sem
cura. A doenca de Alzheimer é caracterizada por varias alteracdoes morfologicas/patologicas,
sendo as principais a acumulacao extracelular de péptidos B-amildides, denominados como
placas AB, assim como a acumulacdo intracelular da proteina tau, a qual esta associada a
lesdes intraneuronais e fibrilares que consistem em agregacdes de filamentos helicoidais
emparelhados, compostos pela proteina tau hiperfosforilada, associada a microtUbulos,
também conhecidos como emaranhados neurofibrilares. Diversas evidéncias mostram ainda
que a acumulacao de péptidos AB leva também a um aumento da severidade da patologia tau.
Como referido, atualmente a doenca de Alzheimer, bem como outras doencas
neurodegenerativas, nao apresentam cura e as terapias existentes apenas diminuem
temporariamente os sintomas. Desta forma uma abordagem promissora podera ser a
utilizacdo de certos miARNs para o silenciamento da expressao de varias proteinas envolvidas
no surgimento e progressao da doenca de Alzheimer. Os miARNs representam a classe de ARNs
ndo codificantes que atuam como potentes reguladores da pods-transcricdo da expressdo
génica. Desta forma através dos microARNs consegue-se a inibicdo pos-transcricional da
expressao das respetivas proteinas, causadoras do surgimento e progressdo de varias doencas.
Este trabalho teve como principal objetivo avaliar o efeito do pre-miR-9 e pre-miR-29, como
agentes terapéuticos na DA, procurando a diminuicdo da expressdao de proteinas alvo
envolvidas na patologia, nomeadamente a APP, BACE1 e presenilina, na linha celular N2a695.
Com a realizacao do projeto verificou-se que tanto o pre-miR-9, como o pre-miR-29b tém
efeito nas proteinas da via amildide em estudo. De forma geral foi observado um maior efeito
pelo pre-miR-9 na APP e na presenilina e um maior efeito do pre-miR-29b na BACE1. No
entanto foi ainda obtido um maior silenciamento da expressao da presenilina por parte do
pre-miR-29b em estudos de western blot mas, por RT-qPCR e imunocitoquimica nao se
verificou uma diferenca significativa entre a sinergia do pre-miR-9 e pre-miR-29b e o seu uso
individual. Relativamente a BACE1 verificou-se um silenciamento superior apos transfecao das
células com o pre-miR-29b relativamente ao pre-miR-9 ou a co-transfecdo com ambos os pre-
miARNs. Em relacao a APP verificou-se a inibicdo da sua expressdo, induzida quer pelo pre-
miR-9 quer pelo pre-miR-29b, isoladamente ou transferidos em simultaneo. Em suma, com o
trabalho realizado foi possivel verificar uma relacao quer do pre-miR-9, quer do pre-miR-29b
na regulacao da expressdo das proteinas estudadas (presenilina, BACE1 e APP). Num futuro
proximo, pretende-se confirmar e aprofundar esta analise, especialmente nos casos que nao
foram previamente reportados. De uma forma mais especifica, sera interessante confirmar a
acao regulatoria do pre-miR-29b sobre a expressao da presenilina, assim como confirmar a

possivel relacao destes pre-miRs com o silenciamento da expressao da APP, que ndo foram
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ainda evidenciados na literatura. O conhecimento e melhor compreensao destas vias
associadas ao silenciamento génico é de extrema importancia, visto que estes pre-miRs
poderao ser agentes terapéuticos com interesse de aplicacdo no tratamento da doenca de
Alzheimer.

Palavras-chave

Doenca de Alzheimer, MicroARN-9, MicroARN-29, Mecanismo de silenciamento.



Abstract

Dementia is a syndrome which is related to the age, it has several causes and it is rare how
can be effectively treated or prevented. The most common form of dementia is Alzheimer's
disease, a progressive and degenerative brain disease, irreversible and without cure.
Alzheimer's disease is characterized by several morphological/pathological changes, being the
most relevant the extracellular accumulation of B-amyloid peptides, called AB plaques, as
well as the intracellular accumulation of tau protein, which is associated with intraneuronal
and fibrillary lesions consisting of paired helical filaments composed of the
hyperphosphorylated protein, associated with microtubules, also known as neurofibrillary.
Several evidences also show that the B-amyloid accumulation can also lead to an increased
tau pathology severity. As noted, currently Alzheimer's disease as well as the other
neurodegenerative diseases do not present an effective treatment and the therapies may only
decrease the symptoms. In this way a promising approach can be the use of certain miRNAs
for the silencing of several proteins involved in the onset and progression of Alzheimer's
disease. The miRNAs represent a class of non-coding RNAs that act as post-transcriptional
regulators of gene expression. Thus, through the use of microRNAs, it is possible to inhibit the
expression of target proteins, involved on the onset and progression of various diseases. This
work had as main objective to evaluate the effect of pre-miR-9 and pre-mi-29 as therapeutic
agents in AD, looking for the inhibition of particular proteins currently associated to the
disease, namely the APP, BACE1 and presenilin, in the N2a695 cell line. With this project it
was concluded that both pre-miR-9 and pre-miR-29b have an effect on the proteins of the
amyloid pathway. In general, there was a greater effect of pre-miR-9 on APP and presenilin
expression and a greater effect of pre-miR-29b on BACE1. However, it was also observed the
inhibition of presenilin by pre-miR-29b in western blot studies, but by RT-gqPCR and
immunocytochemistry there was no significant difference between the synergy of pre-miR-9
and pre-miR- 29b and its individual use. Relative to BACE1 there was superior silencing after
cell’s transfection with pre-miR-29b relative to pre-miR-9 or co-transfection with both pre-
miRNAs. Regarding APP, the inhibition of its expression was induced either by pre-miR-9 or
pre-miR-29b, when isolated, or transferred simultaneously. In conclusion, the pre-miR-9 and
pre-miR-29b in the regulation of the expression of the proteins studied (presenilin, BACE1 and
APP) could be verified. In the near future, it is intended to confirm and deepen this analysis,
especially in the cases which have not previously been reported. More specifically, it will be
interesting to confirm the regulatory action of pre-miR-29b on the expression of presenilin, as
well as confirm the possible relationship of these pre-miRs with the silencing of APP, which
have not yet been evidenced in the literature. The knowledge and better understanding of
these pathways associated with gene silencing assumes an extreme importance, since these

pre-miRs may be therapeutic agents of interest for the treatment of Alzheimer's disease.
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1. Introducao
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1.1. Deméncia

Deméncia é um termo genérico, utilizado para designar um conjunto alargado de doencas,
que estdo associadas a padroes distintos de sintomas e alteracdes patoldgicas cerebrais,
sendo as principais a doenca de Alzheimer, deméncia vascular, deméncia com corpos de
Lewy, deméncia frontotemporal, doenca de Parkinson e doenca de Creutzfeldt-Jakob (Shaik
et al., 2018; Gaugler et al., 2017; Briggs et al., 2016). A deméncia é uma sindrome que esta
relacionada com a idade, apresenta varias causas e sdo raras as que se podem tratar ou
prevenir eficazmente, afetando milhdes de pessoas em todo o mundo. De uma forma geral, os
sintomas mais carateristicos da deméncia sdao a deterioracdo do desempenho cognitivo,
disturbios comportamentais, perda de intelecto, dificuldades de resolucao de problemas, e
perda de outras habilidades cognitivas que afetam a capacidade da pessoa realizar atividades
quotidianas conduzindo, por fim, a morte (Shaik et al., 2018; Chen et al., 2017; Gaugler et
al., 2017; Alagiakrishnan et al., 2012). Estudos recentes demostraram que muitas pessoas
com sintomas de deméncia, especialmente pessoas com mais idade, tém alteracoes
patologicas cerebrais associadas a mais que uma causa de deméncia (Gaugler et al., 2017;
0’Brien and Wong 2011). A deméncia que ira ser foco de estudo neste trabalho é a doenca de

Alzheimer.

1.2, Doenca de Alzheimer: a sua epidemiologia

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma de deméncia mais frequente (Shaik et al., 2018), sendo
diagnosticada em 50 a 70% das pessoas com deméncia, em paises ocidentais (Hong et al.,
2017). Esta doenca foi descrita pela primeira vez em 1906, pelo médico alemado Alois
Alzheimer, mas apenas na década de 1960, passou a ser reconhecida como a causa mais
comum de deméncia na populacdo idosa (Bali et al., 2010; Tang and Gershon 2003).
Atualmente é caraterizada como uma doenca cerebral progressiva e degenerativa, irreversivel
e sem cura (Hong et al., 2017; Barage and Sonawane 2015; Kumar et al., 2015; Grimm et al.,
2013; Alagiakrishnan et al., 2012). Por todas estas razdes, a DA representa um grande
problema de saude a nivel mundial e é uma das principais causas de mortalidade em

individuos com idades mais avancadas (Shaik et al., 2018; Gaugler et al., 2017).

A doenca de Alzheimer provoca um conjunto de alteracdes no cérebro que precedem o
aparecimento da deméncia. Deste modo, podemos inferir que a DA nao inclui apenas sintomas
de deméncia, mas também todos os sintomas que causam um comprometimento leve do
desempenho cognitivo. Assim, a expressdao "doenca de Alzheimer" é usada para todos os
estadios da doenca. Ja o termo "deméncia de Alzheimer" é usado em individuos com DA, num
estadio de deméncia. Portanto, "deméncia de Alzheimer” pode ser considerada um estadio da

"doenca de Alzheimer” (Gaugler et al., 2017).
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Estima-se que o nimero de pessoas que serdao afetadas por esta doenca aumente
drasticamente nos proximos anos, sobretudo em paises mais desenvolvidos, e que
aproximadamente 5% da populacao idosa, com idade igual ou superior a 65 anos, sofra de DA
ou outra deméncia, devido ao aumento da esperanca média de vida (Shaik et al., 2018;
Batistela et al., 2017; Gaugler et al., 2017; Alagiakrishnan et al., 2012; Pakaski and Kalman
2008). A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estimou que cerca de 11,2% da populacdo
mundial com mais de 60 anos de idade sofre de deméncia, mais do que de AVC, doenca
cardiovascular ou cancro (Gaugler et al., 2017; Ballard et al., 2011). Pela analise do grafico
da figura 1 pode depreender-se que a DA, ao contrario de outras doencas, tais como cancro
da mama, cancro da prostata, infecao por HIV, entre outras, tem vindo a causar um elevado
numero de mortes (89%), talvez devido ao facto de ainda nao existir uma cura eficaz (Gaugler
etal., 2017).
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Figura 1. Alteragdes percentuais em causas de morte selecionadas (todas as idades) entre 2000 e
2014 (Adaptado de Gaugler et al., 2017).

Uma vez que o nimero de doentes com DA tem vindo a aumentar, podera inferir-se que o
numero de mortes devido a DA tendera também a aumentar (Gaugler et al., 2017). Em 2005,
a Alzheimer's Disease International convocou um painel internacional de especialistas em
deméncia para realizar o consenso de Delphi baseado em evidéncias sobre a prevaléncia de

deméncia em todo o mundo (Tabela 1) (Ballard et al., 2011).
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Tabela 1. Estimativas da prevaléncia de deméncia em todo o mundo de acordo com o estudo de
consenso de Delphi em 2005 (Adaptado de Ballard et al., 2011).

Prevaléncia de Numero de pessoas com mais de

deméncia em 60 anos com deméncia (milhées)
pessoas com mais

de 60 anos (%)

2000 2020 2040
Europa Ocidental 5,4 4.9 6,9 9,9
Europa Oriental com baixa mortalidade adulta 3,8 1 1,6 2,8
Europa Oriental com elevada mortalidade adulta 3,9 1,8 2,3 3,2
América do Norte 6,4 3,4 5,1 9,2
América Latina 4,6 1,8 4.1 9,1
Norte de Africa e crescente do médio Oriente 3,6 1 1,9 4,7
Pacifico ocidental desenvolvido 4,3 1,5 2,9 4,3
China e Pacifico ocidental desenvolvido 4 6 1,7 26,1
Indonésia, Tailandia, Sri Lanka 2,7 0,6 1,3 2,7
india e sul da Asia 1,9 1,8 3,6 7,5
Africa 1,6 0,5 0,9 1,6
Total 3,9 24,3 42,3 81,1

O estudo de Delphi estimou que haveria aproximadamente 24 milhdes de pessoas com
deméncia no mundo e previa que esse niUmero iria aumentar para 42 milhées em 2020, 81
milhdes em 2040 (Ballard et al., 2011; Bali et al., 2010) e 131 milhdes até 2050 (Shaik et al.,
2018). Atualmente, devido ao elevado numero de individuos afetados com deméncia,
especialmente com a DA, existem enormes custos associados, estimados em 818 bilides de
dolares (USD) (Shaik et al., 2018; Reddy et al., 2017). Com a previsdao de que o nimero de
casos aumente nos proximos anos, prevé-se também que os custos associados a esta doenca
venham a ultrapassar os 2 trilides de USD até 2030 (Shaik et al., 2018).

1.3. Sintomas da doenca de Alzheimer

De uma maneira geral, a DA pode ser definida como um disturbio que esta relacionado com o
envelhecimento e que se carateriza pelo declinio do desempenho cognitivo e perda de
intelecto (Hong et al., 2017; Barage and Sonawane 2015; Kumar et al., 2015; Che et al.,
2014; Bali et al., 2010). Alguns estudos sugerem que as alteracoes cerebrais associadas a DA
podem comecar 20 ou mais anos antes dos primeiros sintomas (Gaugler et al., 2017), uma vez
que a maioria dos doentes nao apresenta sintomas durante os primeiros anos (3,3 anos) antes
do inicio da deméncia, momento em que o comprometimento da memadria pode ter atingido o
seu limiar (Chen et al., 2017). De uma maneira geral, os sintomas que caraterizam a DA
podem envolver disfuncdes cognitivas ou nao-cognitivas. Os principais dominios cognitivos que
podem ser afetados sao: a capacidade de organizacao, planeamento, decisao e julgamento

(funcdes executivas); a capacidade de reter e evocar informacao especialmente de
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acontecimentos recentes (perdas de memoria persistentes e frequentes); a capacidade de
reconhecer pessoas e objetos; a capacidade de orientacdo no espaco e de produzir sequéncias
de atos motores; a capacidade de realizar atividades de rotina e, por fim, a capacidade de
expressao e compreensao verbal (dificuldades na linguagem). Enquanto, que no caso das
disfuncdoes ndo-cognitivas, o individuo apresenta sintomas psiquiatricos, distirbios
comportamentais, depressao, alucinacoes, ilusao e agitacao (Gaugler et al., 2017; Barage and
Sonawane 2015; Bali et al., 2010).

Dependendo das regides cerebrais afetadas e da relevancia que cada uma destas regides
assume para cada funcao cognitiva, os sintomas variam e a doenca progride a um ritmo
diferente (leve, moderado e severo) (Tabela 2). Por exemplo, nas fases iniciais da doenca, os
sintomas podem ser muito subtis, e os individuos apresentam um declinio cognitivo ligeiro
(Gaugler et al., 2017; Ballard et al., 2011; Bali et al., 2010). O sintoma inicial mais comum é
a diminuicao gradual da capacidade para se lembrar de memorias a curto prazo (lapsos de
memoria) e dificuldade em encontrar as palavras certas para objetos do quotidiano. Isto
ocorre porque os primeiros neuronios a serem danificados estdao geralmente em regides
cerebrais envolvidas na formacao de novas memorias, o hipocampo (Gaugler et al., 2017; Bali
et al., 2010). A medida que a doenca progride, o dano neuronal é mais significativo noutras
regides do cérebro, os individuos exibem um declinio cognitivo evidenciado e as habilidades
cognitivas e funcionais diminuem, incluindo a capacidade da pessoa para desempenhar
funcdes corporais basicas, como andar e engolir. Os individuos vivenciam outras dificuldades,
incluindo sintomas neurocomportamentais, como agitacao, insonia e delirios (Batistela et al.,
2017; Gaugler et al., 2017; Ribeiro et al., 2013; Ballard et al., 2011). Estes sintomas
agravam-se a medida que as células cerebrais vao morrendo e a comunicacao entre estas fica

comprometida.

Nos estadios finais da doenca, o declinio do desempenho cognitivo aumenta de tal forma, que
os individuos necessitam de ajuda constante para as atividades basicas diarias, tais como
tomar banho, vestir, comer e usar a casa de banho. Nesta fase da doenca, os individuos
perdem também a capacidade de comunicacdo e ficam confinados a cama e totalmente
dependentes de cuidados ininterruptos (Batistela et al., 2017; Gaugler et al., 2017; Ribeiro et
al., 2013; Ballard et al., 2011; Bali et al., 2010). Quando a DA afeta as areas do cérebro que
controlam a degluticdo e o movimento, o individuo torna-se vulneravel a morte por

desnutricao, desidratacao e pneumonia (Gaugler et al., 2017; Ballard et al., 2011).
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Tabela 2. Sintomas nos diferentes estadios da DA (Adaptado de Gaugler et al., 2017 e Bali et al.,
2010).

Estadios da DA Sintomas

e Perda de memoria.
Inicial/leve e Dificuldades em reter e recuperar informacoes adquiridas recentemente.

e Desafios no planeamento ou resolucao de problemas.

e Comprometimento progressivo da memoria.
e Retirada de trabalho ou atividades sociais.
e Mudancas no humor e na personalidade.

e Funcao cognitiva desorganizada.

e Comportamento alterado.

Moderado

e Discreto ou menor julgamento.

e Declinio progressivo no uso de linguagem.

e Novos problemas com algumas palavras na fala ou escrita.

¢ Confusao com tempo ou lugar.

e Problemas na compreensao de imagens visuais e relacionamentos espaciais.
Final/Severa e Necessidade de ajuda constante, mesmo para as atividades basicas diarias.

"Muitas vezes confundido com o normal declinio cognitivo relacionado com a idade.

1.4. Fatores de risco

Como mencionado anteriormente, a DA pode estar associada a diversas causas. Os maiores
fatores de risco para o desenvolvimento da DA de inicio tardio sao a idade avancada e o
historial familiar. Para além destes, existem outros fatores de risco modificaveis, como a base
genética da DA, que irdo ser abordados mais a frente (Idda et al., 2018; Shaik et al., 2018;
Gaugler et al., 2017; Alagiakrishnan et al., 2012). Assim, de uma forma geral, acredita-se que
DA é causada por fatores ambientais e variacdes genéticas (Shaik et al., 2018; Gaugler et al.,
2017; Masters et al., 2015; Tang and Gershon 2003).



Potencial terapéutico de miR-9 e miR-29 na doenca de Alzheimer

1.4.1.ldade

Dos 3 maiores fatores de risco, a idade é o mais significativo, uma vez que a grande maioria
dos individuos com DA tem 65 ou mais anos de idade. A percentagem de pessoas com DA
aumenta dramaticamente com a idade, sendo de 3% com idade entre 65-74 anos, 17% com
idade entre 75-84 anos e 32% com idade igual ou superior a 85. Contudo, é importante
salientar que a DA nao faz parte do processo de envelhecimento natural e a idade avancada
nao é suficiente para causar o aparecimento da DA (Gaugler et al., 2017; Ribeiro et al., 2013;
Alagiakrishnan et al., 2012).

1.4.2.Historico familiar

O historico familiar nao é necessariamente um fator crucial para que um individuo desenvolva
a doenca. No entanto, individuos que tém um progenitor ou algum irmdo com DA estdo mais
propensos a desenvolver a doenca do que aqueles que nao possuem familiares de primeiro
grau com DA. Por conseguinte, aqueles que tém mais do que um familiar de primeiro grau
com DA tém um risco ainda maior de desenvolver esta doenca neurodegenerativa. Quando
certas doencas ocorrem entre individuos da mesma familia, a hereditariedade (genética),
fatores ambientais compartilhados e estilo de vida (alimentacdo e atividade fisica), ou
ambos, podem desempenhar um papel importante no aumento ou diminuicao do risco de
desenvolver essa doenca, e neste caso a DA (Gaugler et al., 2017; Barage and Sonawane 2015;
Alagiakrishnan et al., 2012; Ballard et al., 2011; Bali et al., 2010).

1.5. Fatores de risco modificaveis

Embora alguns fatores de risco, como a idade e o historico familiar ndo possam ser alterados,
outros podem ser modificados (Gaugler et al., 2017). Atualmente, para reduzir o risco de
declinio do desempenho cognitivo, deméncia e, consequentemente a DA, é estritamente
necessario promover mudancas no estilo de vida, para além de melhorar os tratamentos
disponiveis, bem como a prevencao (Gaugler et al., 2017; Ballard et al., 2011). Existem
evidéncias soélidas de que o estilo de vida influencia o risco de desenvolver DA. A falta de
atividade fisica, a obesidade, a ingestao de bebidas alcoolicas e o tabagismo sao os fatores de
risco modificaveis mais importantes para a prevencao da DA (Gaugler et al., 2017; Ballard et
al., 2011). Muitas condicoes médicas trataveis como o acidente vascular cerebral, diabetes,
hipertensao e hipercolesterolemia estdao também associadas a um aumento do risco de
desenvolver DA. Assim, acredita-se que promover um estilo de vida saudavel possa
retardar/reduzir o surgimento do declinio do desempenho cognitivo, o risco de deméncia e,

consequentemente, o risco de desenvolver DA (Gaugler et al., 2017; Ballard et al., 2011).
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1.5.1.Base genética da doenca de Alzheimer

O risco de desenvolver DA atribuido a fatores genéticos esta estimado em cerca de 70% dos
casos (Ballard et al., 2011). Diversos estudos estabeleceram que uma ampla gama de genes
estda associada ao aparecimento/desenvolvimento da DA, incluindo genes preditivos
(mutacionais - genes causadores da DA) ou de susceptibilidade (fatores de risco). As mutacoes
nos genes preditivos ligados a DA, levam a que os individuos, portadores desses genes,
tenham uma maior probabilidade de desenvolver a doenca (Masters et al., 2015;
Alagiakrishnan et al., 2012). Contudo, para além dos fatores genéticos, os fatores ambientais
também estao envolvidos no surgimento e na progressao da DA. Assim sendo, a doenca de
Alzheimer pode ser classificada como de inicio precoce (EOAD), geralmente de ocorréncia
familiar (FAD) ou de inicio tardio (LOAD), de ocorréncia esporadica (SAD) (Shaik et al., 2018;
Barage and Sonawane 2015; Masters et al., 2015; Alagiakrishnan et al., 2012).

A EOAD ocorre em individuos com idades inferiores a 65 anos e representa apenas 5% dos
casos. Desses 5%, uma pequena percentagem dos casos de Alzheimer de inicio precoce (<1%)
desenvolve-se como resultado de mutacdes num dos 3 genes seguintes: o gene da proteina
percursora amildide (APP), no cromossoma 21; o gene da presenilina 1 (PSEN1), no
cromossoma 14 ou da presenilina 2 (PSEN2), no cromossoma 1. De uma forma geral, as
mutacdes nestes 3 genes levam a um aumento da producao dos péptidos B-amildide (AB)
(Reddy et al., 2017; Barage and Sonawane 2015; Masters et al., 2015; Grimm et al., 2013;
Alagiakrishnan et al., 2012; Ballard et al., 2011; O’Brien and Wong 2011). Os individuos com
mutacdes em qualquer um desses trés genes tendem a desenvolver os sintomas da DA antes
dos 65 anos, enquanto a grande maioria dos individuos com DA tem doenca de inicio tardio,
onde os sintomas so6 se tornam evidentes com uma idade igual ou superior a 65 anos (Gaugler
et al., 2017; Masters et al., 2015; O’Brien and Wong 2011). A mutacdo que é mais frequente
ocorre no gene da PSEN1. A presenilina faz parte do complexo y-secretase e esta envolvida na

clivagem da APP, originando a formacao dos péptidos AB.;.

Por outro lado, a LOAD é a forma mais comum de DA, correspondendo a 95% dos casos, e onde
estao envolvidos quer fatores genéticos, quer fatores ambientais. Os genes maioritariamente
envolvidos sdo os que codificam a Apolipoproteina E (ApoE (no cromossoma 19)), glicogénio
cinase sintase 3 Beta (GSK-3B), dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A
(DYRK1A), Tau, translocase of outer mitochondrial membrane 40 homolog (TOMM40) e
clusterina (CLU) (Tabela 3) (Wilkins and Swerdlow 2017; Ballard et al., 2011; Bali et al.,
2010). Um fator de risco genético proeminente para desenvolver LOAD é o alelo e4 da
apolipoproteina E (Barage and Sonawane 2015; Alagiakrishnan et al., 2012; Ballard et al.,

2011; Bali et al., 2010), assim como sortilin related receptor 1 (SorL1).
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Tabela 3. Genes de risco associados a doenca de Alzheimer (Adaptado de Ballard et al., 2011).

Genes Familiares

Papel na doenca de Alzheimer

APP

E uma proteina membranar que sofre sucessivas clivagens mediadas por secretases, levando
ao processamento nao amiloidogénico e/ou a producao de peptidos AB. As mutacdes no
gene da APP resultam preferencialmente no seu processamento pela via amiloidogénica.

PSEN1

E um componente do complexo y-secretase, e esta envolvida no processamento da APP em
peptidos AB. As mutacdes no gene PSEN1 levam ao aumento da producao do peptidos AB.,,
em detrimento da formacao dos péptidos AB..

PSEN2

Tal como na PSEN1, mutacdes no gene da PSEN2 podem levar ao aumento da producao dos
péptidos AB,,, e a formacao das placas mais facilmente do que dos pétidos ABy,.

SorL1

E um substrato da y-secretase e, por isso, afeta o processamento da APP. SorL1 interage
com a ApoE, levando a sua sobre-expressao, resultando numa reducdo da producdo dos
péptidos AB. Individuos com DA tém concentracdes reduzidas de SorlL1.

Genes de risco

Papel na doenca de Alzheimer

ApoE

E o principal transportador de colesterol no cérebro. O ApoE liga-se ao péptido AB de forma
especifica e esta envolvido na sua remocao através da interacao com a LRP

GSK-38

Os produtos resultantes da clivagem da APP podem ativar GSK-3B, e desta ativacao resulta o
aumento da fosforilacdo da proteina tau, levando a formacdo de emaranhados
neurofibrilares (NFTs). GSK-3B fosforila de forma mais eficaz a proteina tau se esta tiver
sido anteriormente fosforilada por outras cinases, como a CDK5*.

DYRK1A

A atividade do DYRK1A é regulada positivamente pelos péptidos AB, portanto, DYRK1A é um
vinculo entre a via amildide e a via da fosforilacdo da tau. DYRK1A estd envolvido na
fosforizacao da proteina tau, estimulando a posterior fosforilacdo realizada pelo GSK-3B.
Além disso, esta também envolvido na fosforilagdo da APP, o que leva ao aumento do
processamento amiloidogénico através da interacdao aumentada com a B-secretase.

Tau

A hiperfosforilacao da proteina Tau leva a formacao de NFTs. As mutacdes na Tau podem
afetar o splicing e a eficacia da ligagcao aos microtibulos.

TOMM40

Interage com a APP e esta associado ao inicio tardio da DA.

CLU

Clusterina € uma chaperona envolvida na formacdo dos péptidos AB e esta associada a
gravidade e progressao da DA.

*LRP - low-density lipoprotein receptor - recetor de lipoproteinas de baixa densidade.

*CDK5 - cyclin dependent kinase 5 - cinase dependente da ciclina 5.
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1.6. Etiologia da doenca de Alzheimer

O cérebro de um individuo com DA apresenta inflamac&o, disfuncdo e morte neuronal, perda
de volume cerebral e perdas sinapticas, resultando em danos seletivos em diversas regides
cerebrais responsaveis pela cognicido e memoéria (Shaik et al., 2018; Gaugler et al., 2017,
Hong et al., 2017; Li et al., 2017(a); Che et al., 2014). A DA é caraterizada por varias
alteracdes morfoldgicas/patologicas, sendo as principais a acumulacdo extracelular de
péptidos AB, denominados como placas AB, e a acumulacao intracelular da proteina tau, a
qual esta associada a microtibulos hiperfosforilados, também conhecidos como emaranhados

neurofibrilares (NFT) (Shaik et al., 2018; Dries et al., 2017).

As placas amiloides sdo compostas por aglomerados de péptidos AB e estas sdo cingidas a
neuronios e astracitos distréficos. Os emaranhados neurofibrilares sao lesdes intraneuronais e
fibrilares que consistem em agregados de filamentos helicoidais emparelhados (PHF),
compostos pela proteina tau hiperfosforilada, associada a microtubulos (Figura 2) (Shaik et

al., 2018; Dries et al., 2017; Masters et al., 2015; Tang and Gershon 2003).
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Figura 2. Demonstracdo da formacdo de placas B-amiléides e de emaranhados neurofibrilares. A
formacao de placas B-amiléides (lado esquerdo da figura) ocorre devido a clivagem da APP, resultando
na formacdao de péptidos AB. A formacdao de emaranhados neurofibrilares, ocorre devido a
hiperfosforilacdo da proteina tau, que perde afinidade para os microtibulos, e assim, provoca a

desintegracao dos mesmos (lado direto) na DA (Adaptado de Pospich and Raunser 2017).

E importante salientar que a formacao dos emaranhados neurofibrilares (patologia Tau) pode
existir sem que tenha ocorrido anteriormente a formacdo e acumulacao de péptidos AB,
contudo, o contrario ja ndo acontece. Isto sugere que a formacao dos emaranhados
neurofibrilares ocorre antes da patologia amildéide. No entanto, quando ocorre a patologia
amildide, esta provoca um agravamento da patologia Tau, pois a formacdo de péptidos AB,
vai provocar a formacao dos emaranhados neurofibrilares (Figura 3) (Ballard et al., 2011; Bali
et al., 2010).
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Figura 3. Influéncia da via amiléide na patologia tau. No passo 1, os péptidos AB originados a partir da
clivagem da APP sao libertados para o meio extracelular, como oligbmeros difusiveis (AB,). No passo 2,
os peptidos AB, agregam-se no espaco intercelular para formar agregados fibrilares que, por sua vez, se
aglomeram em placas. Relativamente ao passo 3, alguns oligbmeros toxicos, que se dissociam dos
agregados fibrilares e placas AB, induzem a agregacao da proteina Tau. No passo 4, a hiperfosforilacao
da proteina Tau ocorre nos neuroénios, levando ao desenvolvimento dos emaranhados neurofibrilares. Por
fim, no passo 5, os emaranhados neurofibrilares podem ser libertados e absorvidos por neuronios
saudaveis, provocando danos nos neuroénios adjacentes (Adaptado de Masters et al., 2015 e Jucker and
Walker 2013).

Tendo em conta o mencionado anteriormente, a hipotese da cascata amildide sugere que a
deposicao de placas AB desencadeia a disfuncao neuronal e sinaptica e neurodegeneracao,
interferindo na comunicacdo sinaptica entre neurdnios (Gaugler et al., 2017; Briggs et al.,
2016; Che et al., 2014; Bali et al., 2010), enquanto os emaranhados da proteina tau
blogqueiam o transporte de nutrientes e outras moléculas essenciais aos neurénios (Hu et al.,
2018; Barage and Sonawane 2015; Ballard et al., 2011). Assim, o dogma atual coloca o
péptido AB como iniciador molecular do surgimento e progressao da DA. Com base em varias
evidéncias cientificas, isto ocorre devido a mutacdées na APP e nas proteinas presenilinas,
principais componentes do complexo y-secretase, que ao clivarem a APP produzem os
péptidos AB (Chu and Pratico 2016; Nalivaeva and Turner 2016; Perneczky et al., 2014).
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1.6.1.Patologia Amiléide

O péptido AB forma o conteldo das placas amildides (placas AB). As placas AB sdo depdsitos
amiloides toxicos encontrados dentro das células neuronais ou no meio extracelular, em
diversas regides do cérebro, mas de forma mais abundante no hipocampo e neocértex do
cérebro de individuos com DA (Masters et al., 2015; Ballard et al., 2011; O’Brien and Wong
2011; Bali et al., 2010). Os péptidos AB, quer na sua conformacao solivel, quer quando estdo
associados em placa amildide, estdao relacionados com a neurodegeneracdo. Portanto,
acredita-se que estudar como este péptido amildide é formado, inibido ou eliminado, é
essencial para a compreensao da DA e para o desenvolvimento de possiveis tratamentos para
a mesma (Briggs et al., 2016; Brinkmalm et al., 2013; Grimm et al., 2013; Ribeiro et al.,
2013; Ballard et al., 2011; Bali et al., 2010).

Como mencionado anteriormente, o péptido AB é gerado apds duas clivagens enzimaticas
sucessivas de uma proteina transmembranar, a APP. As primeiras enzimas que clivam a APP
nos locais a ou B sao denominadas por a- ou B-secretase, respetivamente. Estes dois locais
estdao proximos (cerca de 10 a 30 aminoacidos) do lado extracelular do dominio
transmembranar da APP. As duas proteases (a- ou B-secretase) competem pela clivagem da
APP originando dois produtos distintos, nomeadamente a APP sollvel (sAPPa se clivada por a-
secretase ou sAPPB se clivada pela B-secretase), que é libertada para o espaco extracelular, e
um C-terminal ancorado na membrana (C83 ou C99, quando clivado pela a- e B-secretase,
respetivamente) (Figura 4) (Wilkins and Swerdlow 2017; Grimm et al., 2013; Puig and Combs
2013; Vingtdeux et al., 2012; Bali et al., 2010).

Relativamente as funcoes fisioldgicas dos fragmentos de APP solUveis, sabe-se que os
fragmentos sAPPa melhoram a sinaptogénese, a proliferacdo de neurites, a neurogénese, e
que podem ter um efeito protetor contra a toxicidade amildide. Ja os fragmentos sAPPB,
comparados com o sAPPa, sdao 100 vezes menos neuroprotetores e tém efeitos opostos
relativamente a proliferacdo de neurites (Dries et al., 2017; Nalivaeva and Turner 2016;
Barage and Sonawane 2015; Brinkmalm et al., 2013; Puig and Combs 2013; Zhang et al.,
2011). Apos a clivagem realizada pela a- ou B-secretase, ocorre ainda uma segunda clivagem,
realizada por um complexo enzimatico, denominado y-secretase. Este complexo € composto
por varias subunidades proteicas, onde a atividade catalitica é conferida por proteinas
transmembranares denominadas de presenilina-1 (PS1) e presenilina-2 (PS2) (Chu and Pratico
2016; Duggan and McCarthy 2016; Grimm et al., 2013; Vingtdeux et al., 2012; Ballard et al.,
2011). Devido a atividade dessas duas secretases, o fragmento C-terminal, resultante da
anterior clivagem da APP, é clivado numa mistura de péptidos AB com um tamanho que varia
entre 37 a 49 aminoacidos (Audagnotto et al., 2017; Cai et al., 2017; Li et al., 2017(b);
Barage and Sonawane 2015). Deste modo, devido a importancia funcional das B- e y-
secretases, estas proteinas sao vistas como alvos terapéuticos de interesse na DA (Wilkins and
Swerdlow 2017; Ballard et al., 2011; Bali et al., 2010).
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Podemos entao referir que existem duas vias a partir da clivagem da APP, a nao
amiloidogénica e a amiloidogénica (Figura 4) (Wilkins and Swerdlow 2017; Barage and
Sonawane 2015; Kumar et al., 2015; Che et al., 2014; Zolezzi et al., 2014; Puig and Combs
2013; Ballard et al., 2011; O’Brien and Wong 2011).

Via nao amiloidogénica Via amiloidogénica

p3 Péptido /
\ sAPPa ﬂ\ AB

a-secretase

y-secretase
p

AICD AICD
/ Nicastrina Nicastr c99 \

00 0 !W! -HOH0 00t IGU

PEN-2

Citoplasma

PEN-2 Presenilina

Non-Raft Raft

Figura 4. Metabolismo da APP. Na membrana celular, a APP pode ser submetida a um processamento
nao amiloidogénico ou amiloidogénico. A APP é clivada por a- ou B-secretase e, em seguida, pela y-
secretase. As clivagens realizadas pela a- e y-secretase levam a producao do péptido p3 através da via
nao amiloidogénica. Relativamente as clivagens realizadas pela B- e y-secretase, estas levam a
producdo do péptido AB através da via amiloidogénica. Os péptidos AB formam oligbmeros e,
eventualmente podem acumular-se em placas AB. Nesta figura pode-se também observar que o
processamento amiloidogénico da APP localiza-se em rafts lipidicos ricos em colesterol. Assim o
aumento do teor lipidico dentro das células neuronais pode levar ao processamento amiloidogénico da
APP (Adaptado de Zolezzi et al., 2014 e Grimm et al., 2013).
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1.6.1.1. Via ndo amiloidogénica
Numa situacao normal, ou seja, num individuo saudavel, a APP é clivada pela enzima a-
secretase, formando-se sAPPa e C83. Seguidamente, o fragmento C83 é clivado pela y-
secretase, gerando um dominio intracelular da APP com 6 kDa (AICD) e um péptido N-terminal
com cerca de 3 kDa (p3 (ndo toxico)), no espaco extracelular. Esta via é designada como nao
amiloidogénica (Figura 4) (Idda et al., 2018; Dries et al., 2017; Wilkins and Swerdlow 2017,
Duggan and McCarthy 2016; Barage and Sonawane 2015; Perneczky et al., 2014).

1.6.1.2. Via amiloidogénica

Numa situacdo em que a enzima B-secretase apresenta uma expressao superior a expressiao
da a-secretase, ou seja, num individuo com DA, a B-secretase vai clivar a APP em dois
fragmentos: sAPPB e um fragmento C-terminal ligado a membrana, C99. O sAPPB solivel N-
terminal é libertado para o meio extracelular e o C99, retido na membrana, é o precursor
imediato do péptido AB (Duggan and McCarthy 2016; Kumar et al., 2015; Ballard et al., 2011;
Willem et al., 2009). Posteriormente, a C99 é clivada pela y-secretase, gerando AICD e
péptidos AB, no espaco extracelular. Apos a clivagem da C99 pela y-secretase formam-se
maioritariamente péptidos AB4 e ABy. Na DA, a formacao de péptidos AB,, é favorecida, ou
seja, o péptido AB,, agrega-se mais facilmente do que o AB4 e a proporcao destas duas
isoformas € influenciada pelo padrédo de clivagem da APP, o qual varia dependendo da a-, B- e
y-secretases, levando assim a formacao de oligomeros AB. Deste modo, os péptidos AB., estao
intimamente ligados a DA devido a sua tendéncia para agregar e formar placas AB
extracelulares na regido cerebral (Cai et al., 2017; Li et al., 2017(b)). Esta via é designada
como amiloidogénica (Figura 4). A formacdo destes oligdbmeros toxicos vai provocar
neurotoxicidade, respostas inflamatorias, perda da funcédo sinaptica, ativacao de astrocitos e
microglia, danos cerebrovasculares e, ainda, a hiperfosforilacdo da proteina Tau (Figura 5)
(Chu and Pratico 2016; Kumar et al., 2015; Ballard et al., 2011; Pakaski and Kalman 2008;
Christensen 2007).
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Figura 5. Consequéncias da formacdo e agregacdo de péptidos AB em placas. Representacao das
consequéncias da formacao de placas AB, nomeadamente, respostas oxidativas e inflamatorias, perda da
funcao sinaptica, ativacdo de astrdcitos e microglia, danos cerebrovasculares e, ainda, hiperfosforilacao
da proteina Tau (Adaptado de Christensen 2007).

1.6.1.2.1. Proteina Precursora Amiléide
A proteina precursora amildoide é uma glicoproteina transmembranar integral de tipo I, que
apresenta dois locais de clivagem proteolitica, um localizado perto da membrana e outro
dentro do dominio transmembranar (Shaik et al., 2018; Wilkins and Swerdlow 2017; Barage
and Sonawane 2015; Grimm et al., 2013; Vingtdeux et al., 2012; Bali et al., 2010). Estima-se

que apenas cerca de 0,5% de todos os casos de DA sejam causados por mutacdes da APP (Tang
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and Gershon 2003). A expressao da APP ocorre de forma ubiqua e o péptido AB é um dos
produtos catabdlicos do metabolismo da APP.

A APP apresenta um grande dominio extracelular N-terminal e um curto dominio
citoplasmatico C-terminal. Esta proteina é sintetizada no reticulo endoplasmatico (RE) e sofre
modificacbes pos-traducionais (incluindo glicosilacdes, fosforilacdes, entre outras) no
complexo de Golgi (CG), sendo posteriormente transportada pelo transporte axonal para os
terminais sinapticos através de uma via secretora (O’Brien and Wong 2011; Bali et al., 2010).
Os passos cruciais no processamento da APP ocorrem na superficie celular e na via trans-
Golgi, especificamente no Gltimo conjunto de vesiculas produzidas pelo CG que tém como
destino a superficie da célula, o endossoma e o lisossoma. Do CG, a APP pode ser
transportada para a superficie celular ou diretamente para um compartimento endossomal.
Na superficie da célula, a APP pode sofrer protedlise diretamente pela a- e y-secretase, ou
ser reintegrada e revestida com clatrina noutro compartimento endossomal, contendo B- e y-
secretase. E esta Gltima protedlise da APP que resulta na producdo de péptidos AB, que sdo

entao secretados para o espaco extracelular (Figura 6) (O’Brien and Wong 2011).
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Figura 6. Processamento da APP nos neurdnios. A APP (traco de cor roxa) é transportada do complexo
de Golgi para a superficie celular do axoénio (1) ou para o compartimento endossomal (2). Apos a
insercao na superficie célular, a APP é clivada pela a-secretase gerando o fragmento sAPPa (traco de
cor verde) e p3 (ponto de cor verde) (5), embora outros sejam reintegrados em endossomas (3), onde o
péptido AB é gerado (ponto com cor azul). Apos a protedlise, o endosoma é exocitado para o meio
extracelular (4), libertando o péptido AB (ponto de cor azul) e o fragmento sAPPB (traco de cor azul).

RE- Reticulo endoplasmatico (Adaptado de O’Brien and Wong 2011).
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O papel exato da APP ainda ndao é conhecido, porém sabe-se que esta proteina e os seus
produtos proteoliticos estdo envolvidos no transporte axonal e no controlo transcricional
desde a adesao celular a apoptose (O’Brien and Wong 2011; Bali et al., 2010).

Como mencionado anteriormente, APP pode sofrer trés tipos de clivagem realizados pela a-,
B- e y-secretases. A a-secretase cliva a APP nos seguintes residuos: Lysgs; € Leugss para gerar
péptidos AB com 16 a 17 aminoacidos (ABs, € AB;7), enquanto a clivagem realizada pela B-
secretase ocorre nos residuos: Mety;; € Aspg;, para gerar os péptidos AB, e ABy,. ABy é o
produto dominante da clivagem normal da APP e é encontrado num cérebro envelhecido
saudavel. Em contraste, a clivagem realizada pela y-secretase divide Ile;;, e Thryy4 para gerar
os péptidos AB, e AB4,, respetivamente, sendo que esta Ultima forma é o principal
componente das placas AB observadas no cérebro de um individuo com DA (Figura 7). Como os
péptidos AB,4, sdo insoliveis e mais neurotoxicos do que os péptidos AB,, atualmente, os
péptidos AB4, sdao considerados como tendo um papel central nos processos patologicos da DA
(Brinkmalm et al., 2013; Grimm et al., 2013; O’Brien and Wong 2011; Bali et al., 2010; Tang
and Gershon 2003).

YENPTY
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Figura 7. Representacdo dos locais de clivagem da APP. APP possui ectodominios N-terminais,
biologicamente ativos, assim como um C-terminal mais curto que contém um dominio crucial de triagem
de tirosina-acido glutamico-asparagina-prolina-treonina-tirosina (YENPTY), onde se ligam X11 e Fe65,
denominados de adaptadores de proteinas. O péptido AB comeca dentro do ectodominio e continua na
regidao transmembranar (cor vermelha). Na figura observa-se também a clivagem da APP mostrando os
locais de clivagem das secretases, tanto pela via amilogénica (realizada pela B-secretase) como pela via
nao amilogénica (realizada pela a-secretase), seguida da clivagem por parte da y-secretase (Adaptado
de O’Brien and Wong 2011).
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1.6.1.2.2. B-secretase

A B-secretase, também conhecida como BACE1, é a enzima responsavel pela clivagem da APP
no local B (Shaik et al., 2018). Esta é uma aspartil protease transmembranar do tipo |
constituida por 501 aminoacidos. Esta principalmente localizada em endossomas, lisossomas e
na via trans-Golgi (Zhang et al., 2011; Bali et al., 2010; Willem et al., 2009). B-secretase é
sintetizada no RE como uma pro-enzima imatura com um peso molecular de 60 kDa.
Posteriormente a sua sintese, esta é maturada no RE e no CG e, seguidamente, é
transportada para a membrana plasmatica. A semelhanca do que acontece com a APP, a B-
secretase € internalizada na membrana plasmatica dos endossomas, o compartimento
principal para a formacao dos péptidos AB (Willem et al., 2009). A B-secretase tem como
funcdo a clivagem da APP na posicdo N-terminal do péptido AB no residuo Asp*' da sequéncia
AB (Bali et al., 2010), por remocao do ectodominio da APP. Apds a sua atividade, a B-
secretase € transportada para os endossomas para ser reciclada na via trans-Golgi (Willem et
al., 2009).

Os niveis de ARN mensageiro (ARNm) da B-secretase sao mais elevados no pancreas e no
cérebro e sdo significativamente menores na maioria dos outros tecidos (Bali et al., 2010;
Willem et al., 2009). Na regidao cerebral, a B-secretase € altamente expressa em células
neuronais, mas também pode ser expressa em astrocitos sob condicdo de stress cronico (Bali
et al., 2010). A B-secretase tem atividade maxima a pH acido (pH=4,5), o que reflete o
principal local de acdo dentro da célula, os endossomas acidificados. Variacées do pH
intracelular podem levar a uma inibicao da atividade da B-secretase (Bali et al., 2010; Willem
et al., 2009). A atividade da B-secretase é maior em pacientes com DA esporadica. Por todas
as razbes mencionadas, acredita-se que a B-secretase € um importante alvo terapéutico para
o desenvolvimento de novas terapias para a DA, pois € um alvo para a inibicdo da producao de

péptidos AB (Hu et al., 2018; Barage and Sonawane 2015).

A regulacéo dos niveis de ARNm da B-secretase, através da sua inibicdo por acao de diferentes
microARNs (miARNs - miR-9, miR-29, miR-107, miR-195, entre outros - Tabela 4) foi descrita
muito recentemente (Guo et al., 2017; Yang et al., 2015; Holohan et al., 2013; Willem et al.,
2009). No entanto, este efeito apenas ainda foi comprovado para o miARN-29b (Pereira et al.,
2016) e miR-29c (Delay et al., 2012). Diversos estudos apontam para esta relacao, uma vez
que, ao ocorrer uma diminuicao dos niveis de expressao do miR-29, se verifica uma expressao
anormal dos niveis de B-secretase em cérebros de pacientes com DA (Chen et al., 2017;
Willem et al., 2009).
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1.6.1.2.3. y-Secretase
A y-Secretase é um complexo proteolitico transmembranar de multi-subunidades pertencente
a familia de proteases de clivagem intramembranar (ICliPs) (Duggan and McCarthy 2016). Esta
secretase € um complexo de alto peso molecular que compreende quatro componentes
principais que incluem: PS1 (forma o nicleo catalitico da y-secretase) ou PS2, Nicastrina
(NCT), APH-1 e PEN-2 (Figura 8) (Audagnotto et al., 2017; Cai et al., 2017; Li et al., 2017(b);
Wilkins and Swerdlow 2017; Strooper et al., 2012; Zhang et al., 2011).

Mem Brana

Figura 8. Arquitetura e a estrutura da y-secretase humana. y-secretase humana: PS1 (cor bege), APH-
1 (cor verde), PEN-2 (cor violeta) e NCT (cor azul clara). O loop PAL, essencial a atividade enzimatica,
esta realcado a vermelho, assim como os residuos cataliticos (D257 e D385) (Adaptado de Audagnotto et
al., 2017).

A y-secretase é o complexo responsavel pela clivagem C-terminal intramembranar da APP,
que permanece apds a clivagem realizada pela a- ou B-secretase (Bali et al., 2010). A
clivagem realizada pela y-secretase nao ocorre apenas num Unico local, mas sim em trés
locais de clivagem na APP, separados por trés aminoacidos: €, y, {. Esta clivagem executada
pela y-secretase ainda ndo esta completamente esclarecida (Wilkins and Swerdlow 2017).
Para além da APP, existe uma lista crescente de substratos clivados por este complexo
enzimatico (Audagnotto et al., 2017; Cai et al., 2017; Li et al., 2017(b); Wilkins and
Swerdlow 2017; Barage and Sonawane 2015; Strooper et al., 2012).
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1.6.1.2.3.1. Presenilina 1

As mutacoes no gene da APP sdo apenas uma pequena percentagem dos varios tipos
hereditarios autossomicos dominantes da DA. Nos Gltimos anos, diversos estudos tém indicado
mutacdes na regidao cromossomica 14q24.3 de pacientes com FAD, levando a descoberta de
um novo gene, PSEN1. Foram ja descobertos cerca de 185 tipos de mutacdes no gene da
PSEN1, que nao resultam em perda da sua funcao, uma vez que quase todas as mutacdes sao
do tipo missense. Estas dao origem a substituicdo de um Unico aminoacido e parece que
provocam o inicio precoce da DA (Li et al., 2017(b); Duggan and McCarthy 2016; Barage and
Sonawane 2015; Strooper et al., 2012; Tang and Gershon 2003). Por sua vez, estas mutacoes
do tipo missense melhoram significativa e especificamente a clivagem da y-secretase para
gerar os péptidos AB,, amiloidogénicos, contribuindo assim para a formacao das placas AB e,
consequentemente, para a progressao da DA (Duggan and McCarthy 2016; Tang and Gershon
2003). A perda de funcao ou a diminuicao da producao da PS1 resulta na diminuicao da
producao dos péptidos AB (Audagnotto et al., 2017; Li et al., 2017(b); Strooper et al., 2012).
Deste modo, a principal atuacdo patoldgica por parte da PSEN1 mutada na DA vem da sua
capacidade para facilitar a producao dos péptidos AB4, amiloidogénicos (Duggan and McCarthy
2016; Tang and Gershon 2003).

Através da analise de imunohistoquimica conclui-se que a PS1 esta amplamente expressa na
regido cerebral, nos neurénios e na glia, no entanto, existem niveis mais elevados em
neuronios piramidais do hipocampo (Tang and Gershon 2003). Diversos estudos bioquimicos
relataram que esta proteina possui varios segmentos membranares com um grande loop
hidrofilico entre os dominios transmembranares (TMDs) 6 e 7 (Figura 9). A sua estrutura
peculiar confere-lhe a capacidade para interagir com outras proteinas citoplasmaticas
(Audagnotto et al., 2017; Cai et al., 2017; Li et al., 2017(b); Duggan and McCarthy 2016;

Strooper et al., 2012; Tang and Gershon 2003).
Presenilina Nicastrina APH-1 PEN-2
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Figura 9. Componentes da y-secretase, com énfase na presenilina (Adaptado de Strooper et al.,
2012).
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A inibicao da expressao da PS1 e, consequentemente, do local ativo da y-secrease podera ser
uma terapia eficaz para DA (Barage and Sonawane 2015; Strooper et al., 2012; Tang and
Gershon 2003).

1.6.1.2.4. Péptido B-Amildide

Como mencionado, o péptido AB é o produto resultante da clivagem proteolitica da APP
transmembranar, pela acdo sequencial da B- e y-secretase (Dries et al., 2017). Este péptido
apresenta um peso molecular de 4 kDa (Grimm et al., 2013) e um comprimento que varia de
38 a 43 aminoacidos (dependendo do local da clivagem realizada pela y-secretase), sendo
predominantemente constituido por 40 ou 42 aminoacidos. O péptido AB é normalmente
secretado pelas células saudaveis, mas a sua funcao fisiolégica normal permanece
desconhecida. Sob condicdes fisiologicas normais, o péptido AB4y constitui cerca de 90% da
quantidade total de péptidos AB. Das duas principais espécies de AB, AB, e AB4,, a ABy € a
mais propensa a agregacao, devido a adicdo de dois aminoacidos hidrofdbicos, que o tornam
mais hidrofobico e insollvel (Barage and Sonawane 2015; Zolezzi et al., 2014; Zhang et al.,
2011; Bali et al., 2010).

Ambos os oligomeros e placas demonstraram ter propriedades toxicas, incluindo a disfuncéo
sinaptica, fosforilacdo da proteina Tau, dano mitocondrial, ativacdo de microglia e
neurodegeneracao (Bali et al., 2010; Willem et al., 2009). A deposicao dos péptidos AB e,
consequentemente, a formacdo das placas AB, leva a ativacao microglial local, a libertacao

de citoquinas, a astrocitose reativa e a uma resposta inflamatoria multi-proteica (Figura 10).

21



Potencial terapéutico de miR-9 e miR-29 na doenca de Alzheimer

—
e
s
SR
I
e
e
e
g

Figura 10. Hipo6tese da cascata amil6ide (Adaptado de Barage and Sonawane 2015).

Uma concentracao excessiva de péptidos AB provoca uma disfuncdo sinaptica, enquanto que,
baixas concentracdes de péptidos AB aumenta a estimulacao, a longo prazo, do hipocampo e
da memoria. Deste modo, os péptidos AB podem inibir/prevenir a morte de células neuronais
em concentracoes na ordem de picomolar (Zhang et al., 2011). Por conseguinte, acredita-se
que o péptido AB desempenha um papel central na patogénese da DA, sendo imperativo
compreender a base molecular e celular da sua producao, para posteriormente procurar
mecanismos de inibicdo, sempre que estes apresentam concentracdes elevadas/toxicas para

as células neuronais (Bali et al., 2010).
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1.7. Patologia Tau

A formacdo dos NFTs ndo € uma carateristica exclusiva da DA pois pode ocorrer noutras
doencas neurodegenrativas, conhecidas como tauopatias (Bali et al., 2010). A hipotese da
cascata amiloide propde que as alteracdes na proteina Tau e, consequentemente, a formacao
dos emaranhados neurofibrilares, podem ser desencadeadas por concentracdes toxicas de
péptido AB (Briggs et al., 2016; Kumar et al., 2015; Ribeiro et al., 2013; Ballard et al., 2011;
O’Brien and Wong 2011; Bali et al., 2010).

A proteina tau é uma proteina associada aos microtibulos, estando envolvida na sua
montagem e estabilizacdo (Shaik et al., 2018; Bali et al., 2010). Num cérebro normal, existe
um equilibrio entre as fosforilacdes e desfosforilacées da proteina Tau, o que permite manter
a estabilidade do citoesqueleto e, consequentemente, a morfologia axonal dos neurénios. No
entanto, a primeira modificacdo encontrada em cérebros de individuos com DA consiste na
hiperfosforilacdo da proteina Tau, por acdo de diferentes proteinas, através da ativacao de
cinases e inibicao de fosfatases, que provocam mudancas estruturais e conformacionais na
proteina Tau (Briggs et al., 2016; Kumar et al., 2015; Barage and Sonawane 2015; Ballard et
al., 2011; Bali et al., 2010). Assim, esta fosforilacdo excessiva da proteina Tau neurofibrilar é
provocada especialmente pelo aumento da atividade de cinases, homeadamente da glycogen
synthase kinase-3 (GSK-3), da CDK5 (Shaik et al., 2018; Dries et al., 2017; Guo et al., 2017;
Barage and Sonawane 2015; O’Brien and Wong 2011) e da MAP/microtubule affinity-
regulating kinase (MARK) (Shaik et al., 2018; Guo et al., 2017), que sao ativadas pelos
oligomeros AB. No entanto, a inibicdo de algumas fosfatases, incluindo a protein phosphatase
2A (PP2A) e a calcineurina, desempenha também um papel crucial, que culmina na agregacao
e formacao de NFTs (Guo et al., 2017; Kumar et al., 2015; Barage and Sonawane 2015;
Ballard et al., 2011; Bali et al., 2010). De uma forma geral, a fosforilacdo anormal e
excessiva leva a libertacdo da proteina Tau dos microtibulos e, consequentemente, a sua
agregacao no citosol. As proteinas Tau hiperfosforiladas sdo, posteriormente, polimerizadas
em NFTs (Shaik et al., 2018; Dries et al., 2017; Kumar et al., 2015; Barage and Sonawane
2015; Ballard et al., 2011; Bali et al., 2010). A perda da funcao normal da proteina Tau leva a
um disturbio patolégico nas funcdes estruturais e regulatérias do citoesqueleto das células
neuronais, provocando alteracées nas funcdes neuronais normais, tais como a manutencao de
uma morfologia apropriada, transporte axonal, disfuncdo sindptica e neurodegeneracao
(Barage and Sonawane 2015). Estas mudancas estruturais e conformacionais da proteina Tau
afetam tanto a sua ligacdo com a tubulina, como a sua a capacidade de promover a agregacao
dos microtubulos (Kumar et al., 2015; Barage and Sonawane 2015; Ballard et al., 2011; Bali et
al., 2010). Assim, os varios eventos patogénicos, provocados pelas elevadas concentracdes de
AB contribuem para a hiperfosforilacao, misfolding e agregacao da proteina Tau (Barage and

Sonawane 2015).
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As terapias anti-Tau visam inibir estas cinases e a agregacao da proteina Tau no citosol, mas
também visam estimular a acao das fosfatases (Barage and Sonawane 2015; Bali et al., 2010).
Por outro lado, pode-se ainda inibir a hiperfosforilacdo da Tau inibindo a producao de

péptidos AB, inibindo assim a montante o mecanismo de hiperfosforilacdo da proteina Tau.

1.8. Tratamento

Atualmente a DA, bem como outras doencas neurodegenerativas (DNs), nao tém um
tratamento eficaz e nao é conhecida cura para estas doencas. Apesar do aumento da taxa de
incidéncia para a DA, o diagnostico é realizado tardiamente, o que leva ao aumento da
gravidade da doenca (Small and Bullock, 2011). Embora existam muitas pesquisas sobre como
tratar a DA, ainda ha muito por descobrir, nomeadamente, sobre as alteracdes biologicas que
causam a doenca, o porqué da sua progressao ocorrer mais rapidamente nalguns individuos do
que noutros e como se pode prevenir, retardar ou curar esta patologia (Gaugler et al., 2017;
Bali et al., 2010). O foco principal dos tratamentos farmacologicos atualmente disponiveis
para a DA incide na diminuicao da progressao dos sintomas, procurando conduzir a uma
melhoria das funcdes congnitivas, usando por exemplo inibidores da acetilcolinesterase ou a
memantina, ou na reducao da disfuncdo comportamental, recorrendo a anti-depressivos e
anti-psicéticos (Shaik et al., 2018; Briggs et al., 2016) (Figura 11).

Proteina percursora amildide

Geracao de péptidos B-amiloide

Agregacdo do péptido Hiperfosforilacao da
Excitotoxicidade G AB o proteina tau Neuroinflamacao
Placas AB NFTs
Neurotoxicidade
Défice de Demanci
neurotransmissores €mencia

Figura 11. Etiologia da DA com alvos terapéuticos. A - Inibidores da enzima secretase; B - Moduladores
do receptor N-metil-D-aspartato, como por exemplo: Memantina; C - Imunoterapia, incluindo
imunizacao e terapia anti-amiléide direta, com anticorpos monoclonais; D - Terapia anti-tau; E -
Tratamentos anti-inflamatorios, com anti-inflamatérios nao esteroides; F - Inibidores da anti-
colinesterase, como por exemplo: donepezil. NFTs = emaranhados neurofibrilares (Adaptado de Shaik et
al., 2018 e Briggs et al., 2016).
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Isto é possivel devido a diminuicdo ou supressao do dano e a destruicdo de neuroénios que
causam os sintomas (Briggs et al., 2016). De facto, os seis medicamentos atualmente
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da DA, sao apenas
farmacos sintomaticos, que diminuem temporariamente os sintomas, através do aumento da
quantidade de neurotransmissores no cérebro (Briggs et al., 2016; Bali et al., 2010).

Existem inumeros fatores que contribuem para a dificuldade no desenvolvimento de
tratamentos efetivos para a DA, tais como o elevado custo associado ao desenvolvimento de
medicamentos, o tempo relativamente extenso para se poder observar se um tratamento
altera ou nao a progressao da doenca e, por fim, mas nao menos importante, a estrutura
cerebral protegida pela barreira hematoencefalica (BBB) (Gaugler et al., 2017). Deste modo,
os farmacos desenvolvidos deverdao apresentar uma dimensdo reduzida para poderem
atravessar a BBB e diminuir, mas nao eliminar, a atividade da B- ou y-secretase. Por outro
lado, os inibidores da y-secretase devem ser projetados de forma a que nao interfiram
significativamente com a clivagem de outros substratos da y-secretase, incluindo Notch e
outros recetores de superficie celular, que tém papéis vitais no desenvolvimento, na
hematopoiese e na adesao celular (Shaik et al., 2018; Bali et al., 2010). Apesar destas
questoes, as estratégias anti-amiloides estdao em ascensdo. As estratégias anti-amildides, pela
inibicao da expressao de secretases B e y, permitem uma melhoria das fungcées cognitivas.
Deste modo, devido a interacdo dos péptidos AB com os NFTs (tauopatia), os inibidores da
producao de AB podem atuar em duas vertentes da DA, uma vez que, ao diminuir os péptidos
AB se diminui também a formacao de NFTs (Gaugler et al., 2017; Briggs et al., 2016; Bali et
al., 2010).

Uma abordagem promissora relaciona-se com a utilizacao de miARNs (miRs) para a inibicao da
expressao de varias proteinas envolvidas no surgimento e progressao da DA. No ambito deste
trabalho irao estudar-se os miARNs, mais concretamente o efeito do pre-miR-9 e pre-miR-29b,

como agentes terapéuticos na DA.

1.9. ARN interferéncia

Possivelmente, uma das descobertas mais importantes na biologia molecular nos ultimos anos
foi a descoberta e caraterizacdo de ARNs regulatérios (Shaik et al., 2018; Daugaard and
Hansen 2017; Goodall et al., 2013; Czech and Hannon 2011; MacFarlane and Murphy 2010). O
ARN de interferéncia (ARNi) é utilizado para controlo da expressdo de genes em muitos
organismos, desde protozoarios a humanos (Khalil et al., 2015). Esta tecnologia foi descoberta
pela primeira vez em células vegetais, mas nao foi amplamente observada em células
animais, até Fire e colaboradores (Fire et al., 1998) demonstrarem que o ARN de cadeia dupla
(dsARN) provoca a degradacao das sequéncias de ARNm complementares (Xu and Wang 2015;
Che et al., 2014). O ARNi tem apresentado um grande potencial no silenciamento de
determinados genes, através da utilizacdo de pequenos ARNs de interferéncia, tornando-se

cada vez mais uma estratégia auspiciosa para o tratamento de doencas hereditarias ou
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adquiridas, devido a sua elevada especificidade, efeito significativo, menores efeitos
colaterais e facilidade de sintese (Reddy et al., 2017; Xu and Wang 2015). Os ARNis tém entre
15 a 25 nucledtidos que se formam a partir da fragmentacao de precursores maiores e sao
classificados em trés grandes grupos: miARN, small interfering ARN (sARNi) e piwi-interacting
ARN (pARNi) (Pereira et al., 2016; Duran et al., 2015; Goodall et al., 2013; Czech and Hannon
2011; MacFarlane and Murphy 2010).

1.9.1.Aplicacdées do microARN

Os miARNs podem ser usados nas DNs como agentes terapéuticos, devido ao seu enorme
potencial para o silenciamento da expressao de genes associados ao surgimento e progressao
dessas doencas (Issler and Chen 2015). Por outro lado, existem ainda varias evidéncias que
certos miARNs endogenos circulam extracelularmente de forma estavel em fluidos biologicos,
tais como sangue, linfa, urina, saliva e liquido cefalorraquidiano, podendo também ser usados
como biomarcadores promissores (Pereira et al., 2017; Femminella et al., 2015; Issler and
Chen 2015; Delay et al., 2012). Deste modo, a partir dos niveis de expressao dos miARNs,
estes podem ser utilizados como biomarcadores ndo invasivos para fins de diagnostico e
alertar para um possivel tratamento (Figura 12) (Batistela et al., 2017; Hong et al.,
2017;lssler and Chen 2015).
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Variagoes de ADN associadas a T TR
doengas psiquiatricas & : s levam a diminuigao da
' s f E w Cérebro | expressao de miARNs
1

,J Boca

>(

T
>

: \
| Veia [ ) : " 3‘ \'
i 4 L \ ,

Y | / } : \ \ I ; siite
miARNs em circulacao . | /’ | | Tratamento farmacoldgico
Alteragodes associadas a | \ ‘7 | \: / \ Entrega de miARN sintéticos mimicos,
doengas ou a respostas a A | » antqunistas ou esponjas de miARN

S

tratamentos

e

\ / \\ (’

\ / \ |
) { \ A\
{ |
|

\ |
. |

4 08
Figura 12. Diferentes usos de miARN para diferentes doencas, usado tanto para diagnéstico como
para terapéutica. VAAs - Virus adeno-associados (Adaptado de Issler and Chen 2015).
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1.9.2.Caraterizacao do miARN

Atualmente, os miARNs representam a classe de ARNs ndo codificantes mais estudada
(Daugaard and Hansen 2017; Pereira et al., 2017). Como anteriormente foi referido, os
miARNs sao moléculas de ARN de cadeia simples, 15 a 25 nucleotidos, que atuam como
potentes reguladores pos-transcricito da expressao génica (Shaik et al., 2018).
Resumidamente, este mecanismo de atuacao visa suprimir o processo de traducao,
permitindo assim a reducdo dos niveis proteicos associados ao surgimento e progressao de
uma determinada doenca (Idda et al., 2018; Shaik et al., 2018; Daugaard and Hansen 2017;
Pereira et al., 2017; Femminella et al., 2015; Goodall et al., 2013; MacFarlane and Murphy
2010).

Uma carateristica importante destes ARNs nao codificantes € que um miARN individual pode
regular até algumas centenas de ARNm alvo diferentes. No entanto, esta carateristica pode
ser desvantajosa devido a possiveis efeitos inespecificos que podem ocorrer durante a
regulacdo génica, como a inducdo de mdltiplos efeitos na expressdo em varios genes
relacionados, suprimindo a expressao de diferentes proteinas implicadas em varios processos
bioldgicos. Outro ponto a ter em consideracdao é que os miARNs introduzidos artificialmente
podem sobrecarregar a maquinaria celular envolvida na biogénese dos miARNs e prejudicar a
eficiéncia/acdo dos miARNs endogenos (Goodall et al., 2013). Porém, mdultiplos miARNs
podem regular a expressdao de um Unico ARNm alvo, provavelmente através de uma atuacao
sinergética (Pereira et al., 2017; Delay et al., 2012). Devido a essa carateristica, uma possivel
terapia, € a introducdao de miARNs que regulem a expressdo de certas proteinas envolvidas no
surgimento e progressao da doenca. Contudo, a dosagem, o modo de entrega e o seu efeito
no organismo sao também fatores importantes a ter em consideracdo no desenvolvimento de

uma estratégia terapéutica com o uso de miARNs.

1.9.3.Biogénese do miARN

A formacao de um transcrito primario de miARN (pri-miARN) é iniciada com a transcricao do
gene pela ARN polimerase Il. De seguida, o pri-miARN é clivado, ainda no nicleo, por um
complexo microprocessador constituido pela ARNse Ill em conjunto com a proteina Drosha e a
subunidade do complexo microprocessador da regido critica da sindrome de DiGeorge 8
(DGCR8), originando o miARN precursor (pre-miARN), com cerca de 70 a 110 nucledtidos
(Shaik et al., 2018; Daugaard and Hansen 2017; Pereira et al., 2017; Issler and Chen 2015;
MacFarlane and Murphy 2010; Filho and Kimura 2006). Posteriormente, o pre-miARN é
transportado rapidamente para o citoplasma pela Exportina-5 (Exp5), proteina de exportacao
nuclear, através de um mecanismo dependente de Ran-GTP. Ja no citoplasma o pre-miARN é
processado pela nuclease Dicer e os seus cofatores, a proteina de ligacdo TAR ARN (TRBP ou

TARBP2) e a proteina cinase ativadora de ARN (PACT), formando um miARN maduro de dupla
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cadeia, com cerca de 22 nucleétidos (Figura 13) (Shaik et al., 2018; Daugaard and Hansen
2017; Pereira et al., 2017; Gomes et al., 2015; Issler and Chen 2015; Goodall et al., 2013;
Siomi and Siomi 2009). Em seguida, os miARNs maduros de cadeia dupla (miARN-miARN*
duplex), onde o miARN é a cadeia antisense (cadeia guia) e 0 miARN* é a cadeia sense (cadeia
passageira), sao rapidamente incorporados no complexo enzimatico RISC, constituido
principalmente por proteinas Argonautes (Ago). Apds a incorporacao do miARN maduro no
complexo RISC, a cadeia miARN* é libertada e direcionada para a clivagem endonucleolitica
pela subunidade catalitica Argonaute 2 (Ago2). Apenas a cadeia miARN é carregada no RISC
para formar o complexo de silenciamento de miARN (miRISC), o qual identifica o ARNm alvo,
através da complementaridade de bases existente entre a sequéncia do ARNm e a sequéncia
do miARN, regulando deste modo a expressao pos-transcricional das proteinas-alvo (Figura 13)
(Daugaard and Hansen 2017; Pereira et al., 2017; Reddy et al., 2017; Femminella et al.,
2015; Gomes et al., 2015; Issler and Chen 2015; Goodall et al., 2013; MacFarlane and Murphy
2010; Siomi and Siomi 2009; Filho and Kimura 2006).

28



Potencial terapéutico de miR-9 e miR-29 na doenca de Alzheimer

Exportina-5/Ran-GTP

Citoplasma
duplex m )
&’ - lm
-
a7 miARN modificado
& quimicamente
e Maquinaria
- Anti-miARNs RISC

*-ﬂﬂ}m

i P
Anti-miARN S
~
S l Cli
y ivagem da

cadeia sense

3" UTR mARN

miARN mask

Terapia de inibigdo com miARN
Sobre-expressio de proteinas alvo
especificas.

Figura 13. Representacdo esquematica da biogénese de miARN e o seu envolvimento em abordagens
terapéuticas (Adaptado de Pereira et al., 2017).
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A regulacao pods-transcricional ocorre pela ligacdo entre a cadeia de miARN madura e os
transcritos de ARN alvo, através do reconhecimento de locais especificos (seed sequence de 2
a 8 nucledtidos), localizados na regiao 3’ ndo traduzida (3’- UTR) do ARNm alvo e na regiao
final da extremidade 5’ do miARN (Figura 14), que dependendo do grau de
complementaridade existente entre as bases, pode resultar no silenciamento do ARNm alvo,
seja pela sua degradacao, destabilizacao (deadenilacao) ou bloqueio/repressao da traducao
de ARNm alvo em proteinas (Shaik et al., 2018; Daugaard and Hansen 2017; Pereira et al.,
2017; Reddy et al., 2017; Issler and Chen 2015; Yang et al., 2015; Delay et al., 2012; Menck
2010).
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Figura 14. Representacdao esquematica do silenciamento do ARNm alvo (Adaptado de Lam et al.,
2015).

1.9.4.Desafios de uma aplicacao terapéutica eficaz baseada em
miARN

Como ja foi referido, uma aplicacdo terapéutica utilizando miARN é extremamente
promissora devido a sua eficiéncia, versatilidade, durabilidade do silenciamento da expressao
génica, bem como a sua simplicidade, seguranca e facilidade na obtencdo do miARN. No
entanto, para um desenvolvimento terapéutico de sucesso com uso de miARN no sistema
nervoso central (SNC), para além da BBB, é necessario ter em conta inimeros obstaculos e
desafios, nos quais se incluem, barreiras intracelulares e extracelulares (Pereira et al., 2017;
Issler and Chen 2015). Deste modo é necessario uma forma efetiva e eficaz para administrar
ARNs, mais propriamente miARNs no cérebro, capaz de atravessar a BBB, exercendo uma
funcao terapéutica, procurando diminuir ou eliminar efeitos colaterais indesejados e
aumentando a atividade e eficiéncia dos miARNs administrados nos locais alvo (Pereira et al.,
2017).
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A capacidade de certos farmacos para atravessarem a BBB depende de varios fatores, tais
como o tamanho molecular (<500 Da), a carga e lipofilicidade. Devido a estes fatores e as
propriedades fisico-quimicas do ARN, as estratégias terapéuticas com miARN apresentam
limitacoes na capacidade de atravessar a BBB (Pereira et al., 2017). Além disso, as barreiras
intracelulares, tais como a entrega inespecifica do miARN (dérgdos, tecidos ou células), a
absorcao celular ineficiente e o processamento intracelular dos ARNs alvo nos endossomas
(baixa excisao do endossoma, libertacao vetorial inadequada e processamento ineficaz pela
maquinaria do ARNi) necessitam de ser ultrapassadas. As barreiras extracelulares sdo também
um grande obstaculo a entrega e aplicacdo do ARN, uma vez que sdo responsaveis pela baixa
biodisponibilidade do ARN em circulacao, pela degradacao enzimatica do ARN pelas nucleases
existentes na corrente sanguinea, pela rapida eliminacdo renal, pela fagocitose através de
monocitos e macrofagos, pela opsonizacao pelos complementos sanguineos (lipoproteinas,
imunoglobulinas, eritrocitos e proteinas séricas), pela difusao através da matriz celular e, por
fim, pela toxicidade indesejavel devido a uma resposta imune e/ou efeitos ndo desejados
(Figura 15) (Pereira et al., 2017). Tendo tudo isto em conta, € crucial o desenvolvimento de
um método de entrega que ultrapasse todas estas barreiras e entregue o miARN de forma
eficaz e segura.
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Figura 15. Principais barreiras encontradas na entrega in vivo de microARNs e mecanismos de

transporte através da barreira hematoencefalica (Adaptado de Pereira et al., 2017).
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1.9.5.miARNs envolvidos na doenca de Alzheimer

Na ultima década, iniUmeros estudos cientificos demonstraram que uma fonte particularmente
diversificada de miARNs esta presente no sistema nervoso e que apresentam um padrdo de
expressao especifico (Pereira et al., 2017; Femminella et al., 2015; Goodall et al., 2013). No
que diz respeito a funcdo dos miARNs no sistema nervoso central, diversos investigadores
concluiram que os miARNs sdo reguladores cruciais durante a fase de neurogénese, maturacao
e que apresentam um papel modulatorio no envelhecimento e nas DNs (Shaik et al., 2018;
Guo et al., 2017). Existem varias evidéncias que demostraram que as DNs sao causadas por
alteracdes genéticas e/ou epigenéticas nos genes que codificam as proteinas envolvidas no
surgimento e progressdao destas doencas. Como ja mencionado, os miARNs regulam a
expressao de inUmeros genes neuronais envolvidos em varios processos celulares, tais como o
crescimento de neurites, morfologia dendritica espinhal, diferenciacdo neuronal e a
plasticidade sinaptica (Roshan et al., 2014; Goodall et al., 2013). Juntamente com o seu
perfil de expressdao nas DNs, levaram a avangos impressionantes para novos diagnosticos,
controlos na progressao das DNs, desenvolvimento de farmacos e respostas aos tratamentos
dessas patologias (Pereira et al., 2017; Reddy et al., 2017). Na verdade, a desregulacao dos
niveis de expressao dos miARNs e a sua disfuncao no cérebro foram associadas a patogénese
de varias DNs, incluindo a doenca de Alzheimer (Tabela 4) (Batistela et al., 2017; Guo et al.,
2017; Pereira et al., 2017; Reddy et al., 2017; Miller et al., 2016; Goodall et al., 2013;
Holohan et al., 2013; Delay et al., 2012; Maes et al., 2009).
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Tabela 4. Identificacgdo de microARNs associados a doenca de Alzheimer, relacionando os miARNs

com os seus genes/proteinas alvo.

MicroARN Gene alvo Sobre/sub-expresso Referéncias
let-7 APP Sub-expresso Maes et al., 2009.
miR-9 BACE1, PSEN1, Sobre/sub-expresso Idda et al., 2018; B'atistela et al., 2017; Delay et
NFH, SIRT1 al., 2012; Maes et al., 2009.
miR-16 APP Sub-expresso Idda et al., 2018; Reddy et al., 2017.
miR-20a APP Idda et al., 2018.
miR-27a-3p PSEN1 Sub-expresso Idda et al., 2018.
miR-98-5-p BACE1 Sobre-expresso Reihaneh et al., 2017.
ooy ST 200 et 203 Ry
miR-106a/b APP Sub-expresso Femminella e%z{;yzgg (51;,,638(11;” etal., 2013;
miR-107 BACE1 Sub-expresso Shaik et al., 2018; Reihaneh et al., 2017.
miR-124a BACET Sub-expresso Shaik et "é‘lj ,Z%f;;'i‘ézgj gé';lz.?;%q Ef‘tiStela et
miR-135b BACE1 Sub-expresso Reddy et al., 2017.
miR-144 BACE1 Sub-expresso Reihaneh et al., 2017.
miR-147 APP Idda et al., 2018.
miR-153 APP Sub-expresso Shaik et al., 2018;e?c;cl>.d’a£loe1?§'al., 2013; Holohan
miR-186 BACE1 Sub-expresso Idda et al., 2018.
miR-188-3p BACE1 Sub-expresso Idda et al., 2018; Reddy et al., 2017.
miR-193b APP Sub-expresso Reddy et al., 2017.
miR-195 BACE1, Tau Sub-expresso Shaik et al., 2018; I:lfj:aZ%tgl.., 2018; Holohan et
miR-200b BACE1 Sub-expresso Reihaneh et al., 2017.
miR-298/328 BACE1 Sub-expresso Maes et al., 2009.
miR-339-5p BACE1 Sub-expresso Idda et al., 2018; Reddy et al., 2017.
miR-384 APP, BACE1 Sub-expresso Batistela et al., 2017; Reihaneh et al., 2017.
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Como demonstrado na Tabela 4, muitos miARNs tém sido associados a regulacao de genes-

chave que estao envolvidos e alterados na DA.

1.9.5.1. miR-9

Um vasto conjunto de miARNs tem sido identificado como estando envolvidos no surgimento e
progressao da DA, entre os quais o0 miR-9, um miARN altamente conservado e enriquecido no
cérebro (Shaik et al., 2018; Coolen et al., 2013; Goodall et al., 2013; Schonrock et al., 2010).
Este é codificado por trés genes diferentes e € um dos miARNs cuja expressao se encontra
alterada com maior frequéncia na DA (Guo et al., 2017; Femminella et al., 2015; Van den
Hove et al., 2014; Coolen et al., 2013). Embora ainda existam discrepancias e incoeréncias
relativamente ao seu papel especifico e ao seu padrao de expressao na DA, ja se sabe que
miR-9 pode participar ativamente na manutencao dos neurdnios e na formacdo dos péptidos
AB (Reddy et al., 2017; Goodall et al., 2013; Holohan et al., 2013; Schonrock et al., 2010).
Até ao momento, varios estudos demonstraram que a expressio do miR-9 se encontra
significativamente aumentada no neocértex do hipocampo e no lobo temporal do cérebro de
doentes com DA. Assim, esta sobre-expressdao podera indicar que o miR-9 pode desempenhar
um papel patolégico na DA (Guo et al., 2017; Holohan et al., 2013; Delay et al., 2012;
Aydemir et al., 2011; Schonrock et al., 2010). Contrariamente, outros estudos demonstraram
que o miR-9 estava sub-expresso, especialmente no hipocampo, no cortex temporal anterior,
cerebelo e no giro frontal médio do cérebro de doentes com DA (Batistela et al., 2017; Reddy
et al., 2017; Chang et al., 2014; Van den Hove et al., 2014; Coolen et al., 2013; Holohan et
al., 2013). E de salientar que os estudos que referiram que o miR-9 esta sub-expresso sao
fundamentados em resultados obtidos a partir de culturas primarias de neurénios com adicao
de péptidos AB, resultando numa rapida diminuicdo do miR-9 in vitro, o que sugere que a
desregulacdo deste miARN podera estar relacionada com a formagdo da placa AB e,
consequentemente com o desenvolvimento da DA (Femminella et al., 2015; Goodall et al.,
2013; Schonrock et al., 2010).

Segundo a literatura, os alvos do miR-9 na DA incluem a B-secretase (Batistela et al., 2017;
Reddy et al., 2017; Holohan et al., 2013); PS1 (Maes et al., 2009); neurofilamento de cadeia
pesada (NFH), que pode ser isolado de NFTs juntamente com a proteina tau e outras
proteinas do citoesqueleto e a sirtuina 1 (SIRT1), uma desacetilase que interage com a
proteina tau, levando a acumulacdo de formas hiperfosforiladas da proteina tau sempre que a
sua expressao € baixa (Batistela et al., 2017; Femminella et al., 2015; Goodall et al., 2013;
Delay et al., 2012; Aydemir et al., 2011; Schonrock et al., 2010). Alguns estudos sugerem que
o miR-9 pressupde a segmentacao da regiao 3’-UTR da B-secretase, um elemento-chave da via
amildide. Esta interacao apoia a regulacdo negativa do miR-9, observada na DA, resultando no
aumento da expressao da B-secretase e, consequentemente, no aumento da producdo do
péptido AB,, (Reddy et al., 2017; Holohan et al., 2013). A inibicado do miR-9 provoca a

deslocacao da B-secretase em rafts lipidicos, através da acao da serina palmitoyltransferase,
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resultando num processamento excessivo da APP em péptidos AB (Reddy et al., 2017).
Relativamente a acao do miR-9 na PS1, estudos em tecido cerebral de ratinhos knockout PS1,
demonstraram que a sub-expressao do miR-9 coincide com a neurodegeneracao nesses
mesmos ratinhos (Reddy et al., 2017), o que comprova que existe uma relacao entre a PS1 e o
miR-9. Outros estudos também prevéem que o miR-9 tem acdo na PS1, sugerindo que o
aumento da PS1 podera estar associado a diminuicao dos niveis de miR-9 na DA (Maes et al.,
2009). Outro alvo do miR-9 é o NFH, sendo o seu modo de atuacdo muito similar a dos
anteriormente descritos, ou seja, o NFH esta sobre-expresso na DA e possivelmente a sua
expressao aumentada esta relacionada com a diminuicdo dos niveis de miR-9. Como referido
anteriormente, alguns estudos demonstraram que o miR-9 esta sub-expresso em resposta ao
tratamento com AB em neurdnios primarios, o que sugere que a reducdo do miR-9 podera ser
uma consequéncia da patogénese da doenca e resultar na sobre-expressao do NFH (Goodall et
al., 2013; Delay et al., 2012). Quanto ao modo de atuacao do miR-9 na SIRT1, é de referir que
os niveis de SIRT1 na DA sao inferiores aos de um cérebro saudavel e ao contrario do NFH, a
diminuicdo dos niveis de SIRT1 apontam para um aumento na expressdo do miR-9. Assim
sendo, estes resultados sugerem que o miR-9 pode proteger contra a progressao da DA,
através da inibicao da expressao da SIRT1 (Batistela et al., 2017; Femminella et al., 2015;
Goodall et al., 2013; Delay et al., 2012).

Em resumo podemos inferir que a sobre-expressao do miR-9 em estadios precoces da DA vai
retardar a patologia Tau pela inibicao da expressao da SIRT1. Por sua vez, quando a patologia
amildide se verifica, a expressao do miR-9 esta diminuida, resultando num aumento da
expressao da B-secretase, PS1 e da incorporacdo da proteina tau e NFH nos NFTs (Delay et
al., 2012).

1.9.5.2. miR-29

Outro miARN importante e que esta associado a DA é o miR-29 (Pereira et al., 2016; Pereira
et al., 2014). Varios estudos demonstraram que este miARN se encontra sub-expresso no
cortex do lobo parietal de individuos com DA, mas também esquizofrenia e doenca de
Huntington (Shaik et al., 2018; Reihaneh et al., 2017; Reddy et al., 2017; Roshan et al., 2014;
Goodall et al., 2013; Holohan et al., 2013). O termo miR-29 refere-se a uma familia
constituida pelo miR-29a, miR-29b e miR-29c. A familia do miR-29 tem como alvo o ARNm da
B-secretase. Assim sendo, diversos estudos recentes reportaram que a perda ou a diminuicao
da expressao deste miARN esta inversamente correlacionada com a expressao da B-secretase
e, consequentemente, com o aumento da formacao dos péptidos AB, em casos esporadicos da
DA (ldda et al., 2018; Reihaneh et al., 2017; Pereira et al., 2016; Miller et al., 2016; Pereira
et al., 2014; Roshan et al., 2014; Hébert et al,. 2008).

Relativamente a acao do miR-29 na B-secretase, diversos estudos demonstraram que a sub-

expressao do miR-29a/b esta relacionada com o aumento da expressao da B-secretase, o que
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promove o aumento da clivagem da APP em péptidos AB. Estas evidéncias salientam o papel
crucial da sub-expressao do miR-29 na DA e o seu envolvimento na via amildide (Idda et al.,
2018; Guo et al., 2017; Pereira et al., 2016; Yang et al., 2015; Pereira et al., 2014; Roshan et
al., 2014; Hébert et al., 2008). Como descrito anteriormente, existem alguns trabalhos na
literatura que comprovam que os doentes com DA apresentam uma diminuicao na expressao
do miR-29 e, outros trabalhos demonstraram que com o avancar da idade, individuos
saudaveis apresentam uma sobre-expressdo do miR-29a/b. Assim sendo, este miARN para
além de estar envolvido na inibicdo da expressdao da B-secretase, também € importante no
envelhecimento cerebral, bem como na modulacao da atividade microglial (Femminella et
al., 2015; Goodall et al., 2013; Delay et al., 2012).

Para além da acdo do miR-29 na B-secretase, foi demonstrado em diversos estudos, que o
miR-29b é um fator importante para a manutencdo da homeostase neuronal, uma vez que
funciona como um inibidor da apoptose neuronal, visto que estas células tém uma capacidade
de regeneracdo limitada (Roshan et al., 2014; Delay et al., 2012). Este fator também é
importante para a inibicao do desenvolvimento da DA, visto que promove a diminuicao da

carga neuronal.

Um outro estudo demonstrou que o miR-29c também tem como alvo a B-secretase e que este
miARN também se encontra sub-expresso (Reihaneh et al., 2017; Yang et al., 2015; Delay et
al., 2012). Nesse estudo ficou também demonstrado que a sobre-expresao do miR-29c seria
benéfica, uma vez que promoveu comportamentos de aprendizagem e de memoéria em ratos
(Reihaneh et al., 2017; Reddy et al., 2017; Yang et al., 2015; Roshan et al., 2014). Assim
sendo, a familia do miR-29 (miR-29a/b/c) encontra-se sub-expressa em individuos com DA e
atua na regulacdao da expressao da B-secretase, inibindo os seus niveis proteicos, o que
consequentemente levara a uma inibicdo da producdo dos péptidos AB. Consequentemente,
uma inibicdo da expressdo dos péptidos AB, levara a uma progressdao mais lenta ou mesmo a

uma possivel cura da DA.

Deste modo, este trabalho tem como finalidade estudar a relacao da expressao de diferentes
miARNs (pre-miR-9 e pre-miR-29) com a DA, verificando as interacdes especificas e funcoes

reguladoras da via amildide, incluindo a regulacdo da APP, B-secretase e PS1.
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2.

Objetivo
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Diversos estudos tém evidenciado o papel dos microARNs na regulacdo da expressdo génica,
com impacto significativo quer no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas quer de
diagnostico. No grupo de investigacdo tem sido explorada a possibilidade de produzir pre-
miARNs de forma recombinante, avaliando posteriormente a sua acao biologica em modelos in
vitro. Um dos casos de estudo tem sido a aplicacao do pre-miR-29b, com potencial para

silenciar a expressao da proteina BACE1, como abordagem inovadora para a terapia da DA.

Contudo, dada a relevancia de outros miARNs na DA, pretendeu-se estudar o pre-miR-9, para

além do pre-miR-29b, e avaliar também a sua acao conjunta.

Assim, este estudo tem como objetivos especificos:

e Analisar o silenciamento induzido pelo pre-miR-29b na expressao de algumas
proteinas da via amiloide, entre as quais, APP, BACE1 e presenilina.

e Analisar o silenciamento realizado pelo pre-miR-9 na expressdo de algumas proteinas
da via amiloide, entre as quais, APP, BACE1 e presenilina.

e Analisar uma possivel sinergia, no silenciamento na expressao de algumas proteinas
da via amiléide, como a APP, BACE1 e presenilina, usando em simultaneo o pre-miR-
29b e pre-miR-9.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Materiais

Os reagentes necessarios para o crescimento em cultura da bactéria Escherichia coli (E. coli)
DH5a foram: triptona e extrato de levedura adquiridos na empresa Bioakar (Beauvais,
Franca), glicerol da Himedia, hidrogenofosfato de potassio (K;HPO,) da Panreac (Barcelona,
Espanha) e dihidrogenofosfato de potassio (KH,P0,) da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA)
para o meio liquido e, “Luria Broth” agar da Pronalab (Mérida, lucata, México) para o meio
solido. Ambos os meios de cultura foram suplementados com o antibiotico canamicina, da
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, EUA). Para a extracao de ADN plasmidico (ADNp) a
partir de células procariotas, utilizou-se o kit comercial NZYMiniprep da NZYTech Genes and
Enzymes (Lisboa, Portugal). Na realizacdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foram utilizados os seguintes reagentes: Taq DNA Polimerase e MgCl, da NZYTech
(Lisboa, Portugal), primer Forward (Fw) e primer Reverse (Rv) da STABvida (Lisboa, Portugal)
(Tabela 5). Para a purificacio dos produtos de PCR utilizou-se o kit “NucleoSpin® Gel and PCR
Clear-up” da Machery-Nagel (Diuren, Alemanha). Na realizacao da transcricao in vitro, os
reagentes necessarios foram: tampao de reacao 10x, ribonucleotidos trifosfato (rNTP's), T7
Enzyme Mix, desoxiribonuclease | (DNase 1) e acido etilenodiamino-tetracético (EDTA),
adquiridos na Invitrogen (Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, EUA)). Nos ensaios in vitro
utilizou-se uma linha celular de neuroblastoma de ratinho (N2a) transfectada com ADN
complementar (ADNc) que codifica a proteina humana APP4ys (N2a695) gentilmente cedida
pelo Professor Wenjie Luo (Weill Cornell Medical College). Para a cultura celular da linha
N2a695 foram necessarios os seguintes reagentes: “Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium”
(DMEM) da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA), OptiMEM e soro fetal bovino (FBS) da
Gibco, Life Technologies (EUA) e penicilina-steptomicina da Grisp (Porto, Portugal). Durante
os ensaios de transfecdo da linha celular N2a695, foram usados os seguintes reagentes para a
preparacao das nanoparticulas: tampao acetato (acetato de sodio, acido acético glacial, agua
Milli-Q), a pH=4,5 e quitosano (CS) da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Os reagentes
utilizados na extracdo de ARN de células eucariotas foram TripleXtractor (TRIzol) da Grisp
(Porto, Portugal), tampao phosphate-buffered saline (PBS), a pH=7,5 (137mM NaCl, 2,7 mM
KCL, 10 mM Na,HPO,4, 1 mM KH,PQ,), cloroformio da Fisher Scientific (Inglaterra), isopropanol
da Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, EUA) e etanol 75%. Todas as solucOes utilizadas
para a extracao de ARN foram previamente preparadas com agua Milli-Q (agua desionizada
ultra-pura, purificada com o sistema Milli-Q da Milipore (Billerica, MA, EUA)) tratada com
0,01% de dietilpirocarbonato (DEPC) da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Para a
realizacdo da sintese ADNc, os reagentes utilizados foram: random primers, tampao,
desoxirribonucleotidos trifosfato (dNTP’s), RiboLock RNase Inhibitor, transcriptase reversa do
kit “cDNA RevertAid First Strand” da Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, EUA). Na
realizacdo da técnica de PCR em tempo real (RT-gqPCR) foram utilizados: SyBrGreen, do kit
Maxima® SYBR Green/Fluoresceina qPCR Master Mix da Thermo Fisher Scientific Inc.

(Waltham, EUA), primer Fw e primer Rv da STABvida, respetivo de cada ARNm em estudo
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(Tabela 6). O material utilizado nos diversos procedimentos experimentais foi previamente
autoclavado. Para a realizacao da electroforese em gel de agarose 1% foi usada a agarose e
Green-Safe da Grisp (Porto, Portugal) e tampao TAE (40 mM Tris-Base, 20 mM acido acético e
1 mM EDTA), a pH=8,0. Para a realizacao da imunocitoquimica, os reagentes utilizados foram
tampao PBS, a pH=7,5, tampao PBS-T (Phosphate Buffered Saline Tween 0,1%), PBS + Triton
X-100 0,1%, PBS-T + 20% FBS, DAPI, PBS-T + 1% FBS, Dako e os respetivos anticorpos primarios
e secundarios (Tabela 7). Para a realizacdo da extracdo proteica das células eucariotas
recorreu-se aos seguintes reagentes: tampao PBS, a pH=7,5, tampao de lise completo (25 mM
Tris-HCL, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM acido etileno glicol-tetracético (EGTA), 1% Triton X-100, 25
mM fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) e cocktail
de inibidores de proteases da Roche. Para a realizacdo da técnica de western blotting, os
reagentes utilizados foram: tampao de reducao (glicerol, SDS 10%, Tris-HCl a 1,25 M, pH=6,8 e
azul de bromofenol), B-mercaptoetanol da Merck (Whitehouse Station, EUA), poliacrilamida
da Grisp (Porto, Portugal), Tris-HCl a 1,875 M, a pH=8,8, Tris-HCl a 1,25 M, a pH=6,8,
persulfato de amoénio (PSA), tetrametiletilenodiamina (TEMED) da Thermo Fisher Scientific
(Geel, Bélgica), tampao de electroforese (TGS: Tris-Base, glicina, SDS), membrana de
polyvinilidene difluoride (PVDF) de 0,45 pm da GE Healthcare, Life Sciences (Alemanha),
tampéao de transferéncia (25 mM Tris-Base, 192 mM glicina e 20% metanol puro), metanol puro
da Fisher Scientific (Inglaterra), papel de filtro Whatman, tampao TBS (Tris-Buffered Saline:
20 mM Tris-HCl, a pH=7,6 e 137 mM NaCl), tampao TBS-T (Tris-Buffered Saline - Tween: 20
mM Tris-HCl, a pH=7,6; 137 mM NaCl e Tween-20), albumina sérica bovina (BSA) da Sigma-

Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) e os respetivos anticorpos (Tabela 8).

3.2. Métodos

3.2.1.Condic¢bes de crescimento da bactéria Escherichia coli DH5a

Os vetores de ADNp contendo as sequéncias humanas dos pre-miARNs em estudo (pre-miR-9 e
pre-miR-29b) foram produzidos e replicados a partir de uma cultura celular de Escherichia
coli DH5a. O crescimento celular foi iniciado em meio sélido “Luria Broth” agar, durante a
noite a 37°C e, posteriormente, realizada uma pré-fermentacdo a uma temperatura de 37°C,
com uma agitacao de 250 rotacées por minuto (rpm), em condicdes aerdbias num erlenmeyer
de 500 mL contendo 125 mL de meio de cultura. O meio utilizado para o crescimento foi
“Terrific Broth” (TB) (12 g/L de triptona, 24 g/L de extrato de levedura, 5,5 x 10° de
glicerol, 23,14 g/L de KH,PO, e de K,HPO,). O crescimento celular foi interrompido quando se
atingiu uma densidade optica (DO) a 600 nm de aproximadamente 2,6, a qual foi medida
utilizando o espectrofotémetro Pharmacia Biotech Ultrospec 3000 UV/Visible (Cambridge,
Inglaterra). A fermentacao foi, posteriormente, iniciada a uma temperatura de 37°C, com
uma agitacdo de 250 rpm, em condicdes aerdbias em 250 mL de meio de cultura, com uma DO
de 0,1, pipetando-se um determinado volume da pré-fermentacdo, calculado segundo a

formula:
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Dopre -fermentacao X Vretlrar da pré-fermentagéo = (vretlrar da pré-fermentacio vfermentacao) X Dofermenta;ao

O crescimento celular foi interrompido no final da fase exponencial de crescimento (fase log)
(DO = 6,8). Apos o crescimento celular, as células de E. coli DH5a foram recolhidas por
centrifugacao a 3900 g durante 10 minutos, a uma temperatura de 4°C e, posteriormente,

armazenadas a uma temperatura de -20°C (Figura 16).
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Figura 16. Desenho experimental das condicées de crescimento da bactéria Escherichia coli DH5a.
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3.2.2.Extracao de ADN plasmidico de células Escherichia coli DH5a

A extracao de ADNp foi realizada utilizando um kit comercial, NZYMiniprep, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O kit NZYMiniprep permite a obtencao rapida e em pequena
escala de ADNp altamente puro, a partir de estirpes de Escherichia coli recombinantes.
Resumidamente, iniciou-se o processo com uma centrifugacdo de 30 segundos, a temperatura
ambiente, a uma velocidade de 12300 g, para obtencao de um pellet celular de 1 mL de
células de E. coli DH5a, descartando-se posteriormente o sobrenadante. O pellet celular
obtido foi ressuspendido em 250 pL de tampao A1, com o auxilio do vortex. Posteriormente,
adicionou-se 250 pL de tampao A2, para proceder ao passo de lise, tendo sido realizada uma
homogeneizacao suave. Posteriormente foram ainda adicionados 300 pL de tampao A3, para
neutralizar a solucdo anterior. Ap6s uma homogeneizacao suave, o lisado celular foi
centrifugado durante 5 a 10 minutos, a temperatura ambiente, a uma velocidade de 12300 g,
para clarificacdo do mesmo. Concluida a centrifugacdo, transferiu-se o sobrenadante para
uma coluna NZYTech com um tubo colector de 2 mL e voltou-se a centrifugar durante 1
minuto, a temperatura ambiente e uma velocidade de 11000 g, promovendo-se assim a
ligacdo do acido desoxirribonucleico (ADN) a coluna. Apds a ligacdo do ADN, procedeu-se a
lavagem da amostra, por adicao de 500 yL de tampao AY e, posterior centrifugacao durante 1
minuto, a temperatura ambiente e a uma velocidade de 12300 g. Adicionaram-se 600 pL de
tampéo A4 e, voltou-se a centrifugar nas mesmas condicdes. Apds a centrifugacao, a coluna
NZYTech com o ADN ligado foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, a qual foi
adicionando 50 pL de tampao AE, deixando-se incubar durante 1 minuto, a temperatura
ambiente. Posteriormente, realizou-se uma nova centrifugacdo durante 1 minuto, a
temperatura ambiente e a uma velocidade de 12300 g. Por fim, quantificou-se a concentracao
de ADN com uso do NanoPhotometer (IMPLEN, Reino Unido), verificando-se também a sua
integridade e pureza num gel de agarose 1%, tendo sido a amostra armazenada a -20°C para

uso posterior.

3.2.3.Eletroforese em gel de agarose
O ADNp extraido foi analisado por electroforese horizontal em gel de agarose 1% (Hoefer,
Holliston, MA, EUA) utilizando Green-Safe (0,012 pyL/mL), como agente intercalante. As
amostras foram preparadas com 5 pL de amostra e 0,5 L de loading buffer (glicerol, azul de
bromofenol, agua Milli-Q) e, posteriormente, depositadas no gel. A eletroforese foi realizada
com uma voltagem de 110V, durante 40 minutos em tampao TAE. Apdos a corrida da
eletroforese, visualizou-se o gel de agarose numa camara de ultravioleta (UV) (UVitec

Cambridge (Cambridge, Reino Unido)), no qual se adquiriu a imagem.
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3.2.4.PCR convencional
A amplificacdo da sequéncia dos pre-miARNs (pre-miR-9 e pre-miR-29b) foi realizada através
de um PCR. Para tal, utilizou-se a “Supreme NZYTaq Il DNA Polymerase” (NZYTech, Lisboa,
Portugal) e seguiu-se o protocolo recomendado pelo fabricante. Por cada reacao, com um
volume total de 25 pL adicionou-se 0,3 pL de primer Fw, 0,3 puL de primer Rv respetivo a cada
pre-miARN (STABvida), 1 yL de MgCl,, 12,5 pL de Supreme NZYTaq Il DNA Polymerase e, por
fim, perfez-se o restante volume com agua Milli-Q autoclavada. A escolha dos
oligonucledtidos iniciadores (primers) foi efetuada através da sequéncia humana do pre-miR-9
e do pre-miR-29b (Tabela 5). Posteriormente, a cada reacao foi adicionado 1 pL de ADNp
contendo a sequéncia dos pre-miARNs, a excecao do controlo negativo, ao qual se adicionou 1
pL de agua Milli-Q autoclavada. A amplificacdo dos pre-miARNs ocorreu num termociclador
T100™ Thermal Cycler da BioRad. Inicialmente, as amostras foram colocadas a uma
temperatura de 95°C durante 5 minutos, de seguida foram expostas a 25 ciclos a uma
temperatura de 95°C durante 30 segundos (desnaturacdo da molécula de ADN), a uma
temperatura de 67°C para o pre-miR-9 e 69°C para o pre-miR-29b durante 30 segundos
(temperatura 6tima de hibridizacdo de cada primer a molécula de ADN) e, seguidamente,
colocou-se a uma temperatura de 72°C durante 15 segundos (extensao dos primers). Por fim,
as amostras foram colocadas a 72°C durante 5 minutos. Os produtos amplificados foram

visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% na presenca de Green-Safe.

Tabela 5. Sequéncias do pre-miR-9 e pre-miR-29b (obtidos em www.mirbase.org) e primers usados

para a amplificacao.

Tamanho do Temperatura

miARN Sequéncia de primers (5°- 37) Sequéncia do miARN (5°-3")  fragmento de melting
(pb) (Tm) / °C
Fw -
GTTTTTTTTAATACGACTCACTATAG GGTTGTTATCTTTGGTTATCTAG 67
- =0 GCGGGGTTGGTTGTTATCTTTGG CTGTATGAGTGGTGTGGAGTCTT 82
re-miR-
R CATAAAGCTAGATAACCGAAAGT
v -
AAAAATAACCCCA 67
TGGGGTTATTTTTACTTTCGGTTATC
Fw - GGAAGCTGGTTTCATATGGTG ~ CTTCTGGAAGCTGGTTTCACATG 69
GTGGCTTAGATTTTTCCATCTTT
Pre-miR-29b 81
GTATCTAGCACCATTTGAAATCA
Rv - CCCCCAAGAACACTGATTTC GTGTTTTAGGAG 69
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3.2.5.Purificacao dos produtos de PCR

A purificacao dos produtos de PCR foi realizada utilizando o kit comercial, “NucleoSpin® Gel
and PCR Clear-up” da Machery-Nagel (Diiren, Alemanha), de acordo com as recomendacoes
do fabricante. Iniciou-se a purificacao, transferindo-se todas as reaccées de PCR para um
microtubo de 1,5 mL, ao qual foi posteriormente adicionado 200 pL de tampao NTI por cada
100 pL de produtos de PCR (200 pL tampao NTI:100 pL de produtos de PCR), homogeneizando-
se suavemente a solucao resultante. Colocaram-se as colunas de purificacao em microtubos
novos de 1,5 mL e adicionou-se um volume aproximado de 100 pL da mistura (tampao NTI +
produtos de PCR) na coluna de purificacdo, até perfazer cerca de metade da capacidade da
coluna de purificacdo. Seguidamente, realizou-se uma centrifugacdo durante 1 minuto, a
temperatura ambiente e a uma velocidade de 12300g, descartando-se depois o sobrenadante.
Repetiu-se este passo até a inexisténcia da solucdo (tampao NTI + produtos de PCR).
Posteriormente, adicionou-se 700 pL de tampao NT3 na coluna de purificacao e centrifugou-se
durante 1 minuto, a temperatura ambiente e uma velocidade de 12300 g, descartando-se
novamente o sobrenadante. Seguidamente, colocou-se a coluna num novo microtubo de 1,5
mL e adicionou-se 30 pL de tampao NE, colocando-se posteriormente a centrifugar durante 1
minuto, a temperatura ambiente e a uma velocidade de 12300 g. Por Gltimo, quantificou-se o
ADN purificado com uso do NanoPhotometer, verificando-se também a sua integridade e

pureza em gel de agarose 1%, sendo a amostra armazenada a -20°C para uso posterior.

3.2.6.Transcrigao in vitro
A transcricao in vitro tem como objetivo a obtencdo de ARN a partir de ADN. Para a
realizacao de cada reacao de transcricao in vitro com um volume final de 20 pL, adicionaram-
se os seguintes reagentes: 2 L de tampao de reacao 10x, 8 pyL de rNTP’s (2 pL de cada rNTP),
0,4 pg de ADN, 2 pL de T7 Enzyme Mix e perfez-se o restante volume com agua Milli-Q
autoclavada. A mistura obtida foi incubada a uma temperatura de 37°C durante 16 horas e
imediatamente arrefecida em gelo. Posteriormente, adicionou-se 1 uL de DNase |, seguida de
incubacao a uma temperatura de 37°C durante 15 minutos, num termociclador T100™
Thermal Cycler da BioRad. Por fim, adicionou-se 1 yL de STOP solution (EDTA 0,5 M, pH 8) e

as amostras foram armazenadas a -80°C.
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3.2.7.Cultura de células eucariotas
Para a realizacao dos estudos de transfecao e avaliacao da atividade biologica do pre-miR-9 e
pre-miR-29b, foi utilizada a linha celular N2a695. Para o crescimento celular foi utilizado um
meio com a seguinte composicao: uma mistura (1:1) de DMEM (Sigma-Aldrich) e OptiMEM
(Gibco) com adicao de suplementos, entre os quais, 5% (m/v) de FBS inativado pelo calor e 1%
(m/v) penicilina-steptomicina. Esta linha celular foi selecionada para o estudo, devido a sua
capacidade de promover a expressao de diversas proteinas de interesse, entre as quais,
proteina humana APP, BACE1, PS1 e AB, permitindo assim uma maior sensibilidade para a
detecao de alteracdes no nivel de expressao das mesmas a nivel pos-transcricional. As células

foram mantidas a uma temperatura de 37°C numa atmosfera humidificada com 5% de CO,.

3.2.8.Transfecao das células N2a695 com os pre-miARNs para

extracdao de ARN

Para a transfecdo das células N2a695 com o pre-miR-9 e o pre-miR-29b, as células foram
cultivadas em placas de 12 pocos com uma densidade de 5 x 10* células por poco, realizando-
se a contagem com uso de Azul de tripano numa diluicdo de 1:2 numa camara de Neubauer.
As células foram incubadas durante 24 horas a uma temperatura de 37°C e 5% de CO,, até
uma confluéncia entre 60 a 80% em meio completo, composto por uma mistura (1:1) DMEM
(Sigma-Aldrich) e OptiMEM (Gibco) com adicao de suplementos: 5% (m/v) de FBS e 1% (m/v)
penicilina-steptomicina. Quando conseguida a confluéncia pretendida, realizou-se uma
mudanca de meio completo para meio incompleto, composto por uma mistura (1:1) DMEM
(Sigma-Aldrich) e OptiMEM (Gibco) e incubou-se novamente a uma temperatura de 37°C e 5%
de CO,, durante 12 a 16 horas. Durante a incubacao, realizou-se o encapsulamento do pre-
miR-9 e pre-miR-29b em nanoparticulas de CS. Para a preparacdo das nanoparticulas,
colocou-se 8 pg de miARN em 400 pyL de Tampao acetato, pH=4,5 num microtubo de 1,5 mL.
De seguida, num vortex colocaram-se 100 uL de CS no ratio 35, gota a gota, nos 400 pL de
pre-miARN + Tampao acetato a pH=4,5, durante 1 minuto. Posteriormente, centrifugou-se a
mistura a uma velocidade de 15000 g, durante 20 minutos a uma temperatura de 4°C. Apds a
centrifugacao, ressuspendeu-se o pellet formado (nanoparticulas de CS com o pre-miARN) em
400 pL de OptiMEM. De seguida, em cada poco, adicionou-se 200 L de nanoparticulas + pre-
miARN ressuspendido em OptiMEM (Figura 17), homogeneizando-se muito bem a placa de
cultura e colocou-se a incubar a 37°C e 5% de CO,. Apds 4 horas de incubacao, a transfecao
foi interrompida através da mudanca de meio, de meio incompleto para meio a 1%, composto
por uma mistura (1:1) DMEM (Sigma-Aldrich) e OptiMEM (Gibco) com adicao de suplementos:
1% (m/v) de FBS e 1% (m/v) de penicilina-steptomicina e, posteriormente, a placa foi

incubada a uma temperatura de 37°C e 5% de CO, durante 72 horas.
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Figura 17. Desenho experimental da transfecdo das células N2a695 com o pre-miR-9 e pre-miR-29b
individualmente e em simultaneo numa placa de 12 pogos. N/T - Células ndo transfetadas; 200 pL
pre-miR-9 - Células transfetadas com 200 pL de uma mistura de quitosano + 8 pg de pre-miR-9; 200 pL
pre-miR-29b - Células transfetadas com 200 pL de uma mistura de quitosano + 8 pug de pre-miR-29b; 200
HL pre-miR-9 e pre-miR-29b - Células transfetadas com 200 pL de uma mistura de quitosano + 8 pg de

pre-miR-9 e 200 uL de uma mistura de quitosano + 8 pg pre-miR-29b.

3.2.9.Extracao de ARN Total de células eucariotas

O ARN é um acido nucleico de cadeia simples extremamente labil, pelo que, todo o
procedimento de extracao foi realizado em gelo. A dificuldade de obtencao de moléculas de
ARN puras e integras provém principalmente da degradacdo enzimatica por ribonucleases
(RNases). Assim, utilizaram-se agentes desnaturantes fortes, que efetuam a lise celular e
inativam as RNases, e agua tratada com DEPC, que inativa as RNases. A extracao de ARN Total
foi realizada utilizando o reagente TRIzol, de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Assim, para a extracdo do ARN Total das células eucariotas, iniciou-se a lavagem dos pocos
contendo as células transfetadas com PBS (1x), com posterior adicao de 300 pL de reagente
TRIzol, o qual consiste numa solugdo monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina. Apos
adicao do reagente TRIzol efetuaram-se repetidas homogeneizacdes up and down com o
auxilio de uma micropipeta, permitindo assim a lise celular e a dissolucdo dos varios
componentes celulares. De seguida, transferiu-se o lisado celular com TRIzol para microtubos
de 1,5 mL e incubou-se durante 5 minutos a temperatura ambiente, o que permitiu uma
completa dissociacao dos complexos nucleoproteicos. Depois, adicionou-se 60 pL de
cloroformio, numa razao de 200 pL de cloroférmio para 1 mL de TRIzol e homogeneizou-se
vigorosamente. Apds a homogeneizacdo, incubou-se a mistura durante 10 minutos a
temperatura ambiente, com posterior centrifugacao durante 15 minutos, a uma temperatura
4°C e uma velocidade de 12000 g. Depois da centrifugacdo, a mistura apresenta trés fases,
na qual a fase inferior, a fase organica (cor rosa) contém residuos de fenol, cloroférmio,
proteinas e lipidos, a interfase, onde se encontra o ADN (cor esbranquicada) e, por fim, a fase
superior, fase aquosa (transparente), onde se encontra o ARN. Como a molécula de interesse
€ 0 ARN, a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL ao qual se adicionou

~200 pL de isopropanol gelado através de uma homogeneizacdo suave, por inversdao, para
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posterior recuperacao do ARN por precipitacao. Seguidamente, incubou-se a mistura
resultante em gelo durante 15 minutos e, por fim, centrifugou-se durante 10 minutos, a uma
temperatura de 4°C e velocidade de 12000 g, descartando-se o sobrenadante. O pellet de ARN
foi, posteriormente, lavado com 200 pL de etanol 75% em agua tratada com DEPC e
centrifugado durante 5 minutos, a uma temperatura de 4°C e uma velocidade de 12000 g. O
sobrenadante foi novamente descartado e o pellet de ARN foi seco a temperatura ambiente.
Por ultimo, o pellet de ARN Total foi re-hidratado em 20 pL de agua Milli-Q tratada com DEPC
(Figura 18), quantificando-se a concentracdo de ARN com uso do NanoPhotometer,
verificando-se também a sua integridade e pureza em gel de agarose 1%. A
qualidade/integridade do ARN foi confirmada pela presenca de 2 bandas de ARN ribossomal
(ARNr), 185 e 28S, onde a banda 28S deve apresentar aproximadamente o dobro da
intensidade da 18S. As amostras foram posteriormente armazenadas a -80°C para uso

posterior.

1 2 2 * 300 pL TRizol 60 pL Cloroformio

OO0 | |

~200 pL de Isopropanol

12000 g, 10 min 12000 g, 15 min

|

200 pL Etanol 75% s 20 pL H,0 DEPC

>

12000 g, 5 min

Figura 18. Desenho experimental da extracdo de ARN Total de células eucariotas numa placa de 12

pogos.
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3.2.10. Quantificacdo do ARN Total

A quantificacao do ARN total foi realizada por espectrofotometria, utilizando um
NanoPhotometer, por medicdo das absorvancias a 260 (Ao) € 280 nm (A,g). Este aparelho
permite a leitura direta da concentracdo de ARN Total (ug/pL), através da medicao da
absorvancia a 260 nm (A = €bc, no qual se aplica a Lei da Lambert Beer, sendo € = 25cm™
mg'mL") e do grau de pureza através do ratio entre a Ay/Az. O grau de pureza do ARN
Total é indicado com base na absorvancia a Ay, comprimento de onda no qual os acidos
nucleicos apresentam o pico maximo de absorcao e a A,g, comprimento de onda no qual as
proteinas apresentam o pico maximo de absorcao. Assim, para determinacdao de uma boa
integridade e pureza do ARN Total, o ratio em causa devera registar-se num intervalo entre
1,9a2,1.

3.2.11. Sintese de ADN complementar

ADN complementar € um ADN sintetizado a partir da transcricdo reversa do ARN Total,
através da acado da enzima transcriptase reversa. A sintese de ADNc foi realizada utilizando o
Kit “cDNA RevertAid First Strand” (Thermo Fisher Scientific Inc.), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para cada reacao de sintese de ADNc de volume final de 20 pL,
adicionou-se um volume adequado para 1 yg de ARN Total, 1 yL de Random primers e perfez-
se o restante volume com agua Milli-Q autoclavada. Realizou-se uma homogeneizacdo suave,
através de movimentos up and down, com o auxilio de uma micropipeta. Esta mistura foi
incubada a uma temperatura de 65°C durante 5 minutos e imediatamente arrefecida em gelo.
Posteriormente, adicionaram-se os seguintes reagentes: 4 yL de tampao 5x, 2 yL de dNTP’s
(10 mM), 1 pL de RiboLock RNase Inhibitor (20 U/pL) e 1 pL de RevertAid M-MuLV RT
(transcriptase reversa) (200 U/pL). Por fim, realizou-se novamente uma homogeneizacao
suave, através de movimentos up and down. Seguiu-se uma incubacdo a 25°C durante 5
minutos. Apos os 5 minutos variou-se a temperatura para 42°C durante 60 minutos. Por fim,
as amostras de ADNc foram incubadas a 70°C durante 5 minutos, num termociclador T100™

Thermal Cycler da BioRad e armazenaram-se a -20°C.

3.2.12. PCR quantitativo em tempo real
Para verificar se os pre-miARNs sintetizados por transcricao in vitro tinham atividade
biolégica na inibicdo dos niveis de expressao dos ARNm alvos realizou-se RT-qPCR. Cada
reacao de RT-gPCR continha 6,6 UL de agua Milli-Q autoclavada, 1,2 yL de primer Fw, 1,2 uL
de primer Rv respetivo a cada ARNm em estudo (Tabela 6), 10 pL de SyBrGreen, para um
volume final de 19 pL. A cada reacao foi adicionado 1 uL de ADNc, a excecao do controlo
negativo, ao qual nao se adicionou o ADNc. A amplificacdo dos genes de interesse ocorreu
num sistema de real time CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System, da BioRad.
Inicialmente, as amostras foram colocadas a uma temperatura de 95°C, durante 3 minutos. De
seguida estas foram expostas a 39 ciclos a uma temperatura de 95°C, durante 30 segundos,

para desnaturacao da molécula de ADN. Colocou-se posteriormente a uma temperatura 6tima
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de hibridizacdo de cada primer a molécula de ADN (62°C) durante 30 segundos. De seguida,
colocou-se a uma temperatura de 72°C, durante 30 segundos, para ocorrer extensao dos
primers. Por fim, as amostras foram colocadas a uma temperatura de 65°C durante 5
segundos, com um incremento de 0,5°C até a uma temperatura de 95°C para a realizacao das

curvas de melting, verificando assim se existiam ligacoes/amplificacdes inespecificas.

Tabela 6. Primers utilizados no RT-qPCR dos ADNc dos genes em estudo.

Temperatura de

ADNCc Sequéncia do primer Fw (5°- 3°) Sequéncia do primer Rv (5°- 37) .
melting (Tm) / °C

BACE1 AGACGCTCAACATCCTGGTG CCTGGGTGTAGGGCACATAC 62
APP AGAGGTCTACCCTGAACTGC ATCGCTTACAAACTCACCAAC 62
PS1 GAGGAAGACGAAGAGCTGACA GAAGCTGACTGACTTGATGGT 62

GAPDH TGACGTGCCGCCTGGAGAAA AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG 62

3.2.13. Transfecao das células N2a695 com os pre-miARNs para
imunocitoquimica

Para a transfecao das células N2a695 com o pre-miR-9 e o pre-miR-29b, com o objetivo de
realizar imunocitoquimica, as células foram cultivadas em placas de 24 pogos, no qual se
colocou uma lamela por cada poco. Adicionou-se uma densidade de 2,5 x 10* células por
poco, realizando-se a contagem com uso de Azul de tripano numa diluicdo de 1:2 numa
camara de Neubauer. As células foram incubadas durante 24 horas a uma temperatura de
37°C e 5% de CO,, até uma confluéncia entre 60 a 80% em meio completo, composto por uma
mistura (1:1) DMEM (Sigma-Aldrich) e OptiMEM (Gibco) com adicao de suplementos: 5% (m/v)
de FBS e 1% (m/v) de penicilina-steptomicina. Quando conseguida a confluéncia pretendida,
realizou-se uma mudanca de meio completo para meio incompleto, composto por uma
mistura (1:1) DMEM (Sigma-Aldrich) e OptiMEM (Gibco) e incubou-se novamente a uma
temperatura de 37°C e 5% de CO,, durante 12 a 16 horas. Em paralelo a incubacao, realizou-
se a encapsulacdo do pre-miR-9 e pre-miR-29b em nanoparticulas de CS. Para a preparacao
das nanoparticulas, colocou-se 8 pg de miARN em 400 pL de Tampao acetato, pH=4,5 num
microtubo de 1,5 mL. De seguida, num vértex colocaram-se 100 pL de CS no ratio 35, gota a
gota, nos 400 pL de pre-miARN + Tampao acetato a pH=4,5, durante 1 minuto.
Posteriormente, centrifugou-se a mistura a uma velocidade de 15000 g, durante 20 minutos a
uma temperatura de 4°C. Apds a centrifugacdo, ressuspendeu-se o pellet formado

(nanoparticulas de CS com o pre-miARN) em 400 pL de OptiMEM. De seguida, adicionou-se 100
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pL de nanoparticulas + pre-miARN ressuspendido em OptiMEM em cada poco (Figura 19),
homogeneizando-se muito bem a placa de cultura e colocou-se a incubar a 37°C e 5% de CO,.
Apds 4 horas de incubacdo, parou-se a transfecdao através da mudanca de meio, de meio
incompleto para meio a 1%, composto por uma mistura (1:1) DMEM (Sigma-Aldrich) e OptiMEM
(Gibco) com adicao de suplementos: 1% (m/v) de FBS e 1% (m/v) de penicilina-steptomicina
e, posteriormente a placa foi incubada a uma temperatura de 37°C e 5% de CO, durante 72

horas.

1 2 3 4 5 6
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Figura 19. Desenho experimental da transfecdo das células N2a695 com o pre-miR-9 e pre-miR-29b
individualmente e em simultdneo numa placa de 24 pogos. N/T - Células nao transfetadas; 100 pL
pre-miR-9 - Células transfetadas com 100 pL de uma mistura de quitosano + 8 pug de pre-miR-9; 100 pL
pre-miR-29b - Células transfetadas com 100 pL de uma mistura de quitosano + 8 pug de pre-miR-29b; 100
pL pre-miR-9 e pre-miR-29b - Células transfetadas com 200 pL de uma mistura de quitosano + 8 pg de

pre-miR-9 e 200 pL de uma mistura de quitosano + 8 pg pre-miR-29b.

3.2.14. Imunocitoquimica
A técnica de imunocitoquimica permite avaliar a expressao de proteinas, assim como,
conhecer a sua localizacao e distribuicao celular. Como referido as células N2a695 foram
cultivadas numa placa contendo uma lamela por poco, e incubadas a 37°C + 5% CO.,.
Posteriormente, lavaram-se as lamelas, uma vez, com PBS 1x e fixaram-se as células com PFA
4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a fixacdo, lavaram-se novamente as
lamelas, duas vezes, com PBS 1x. De forma a permeabilizar as membranas das células, as
células foram incubadas durante 15 minutos numa solucao de PBS + Triton X-100 0,1%. As
células apos a permeabilizacao foram novamente lavadas com PBS 1x, este passo foi repetido
duas vezes. De forma a bloquear a atividade das peroxidases endogenas, realizou-se o

bloqueio com uma solucao de PBS-T (Phosphate Buffered Saline Tween 0,1%) + 20% FBS
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durante 1 hora. As lamelas foram entao transferidas dos pocos para a tampa da placa apos
trés lavagens com PBS-T. Seguidamente, incubaram-se durante a noite, a 4°C, com o
respetivo anticorpo primario (Tabela 7), diluido em solucao de diluicdo de anticorpos (PBS-T +
1% FBS). Apos este periodo de incubacado, as células foram lavadas seis vezes com PBS-T e
incubadas com o anticorpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente e num
ambiente escuro. Posteriormente, procedeu-se a marcagao do nucleo utilizando DAPI (1:1000)
durante 10 minutos, a temperatura ambiente e num ambiente escuro. Por fim, procedeu-se a
montagem das laminas utilizando meio de montagem (Dako) e a sua selagem com verniz.
Observaram-se as lamelas no microscopio confocal (Carl Zeiss SMT Inc., USA) e usou-se o laser
Zeiss LSM 710, numa objetiva de 63x.

Tabela 7. Anticorpos utilizados para as proteinas em estudo em imunicitoquimica.

: Anticorpo o . Anticorpo o .
Proteina L Diluicdio  Marca comercial L. Diluicio  Marca comercial
primario secundario
Anti-BACE1 Abcam AlexaFluor
BACE1 antibody 1:100 (Cambridge, 488° goat
(ab2077) Inglaterra) anti-rabbit Thermo Fisher
1:1000 Scientific Inc.
(Waltham, EUA)
Anti-
Abcam AlexaFluor
Presenilin 1
PS1 1:100 (Cambridge, 546° goat
antibody
Inglaterra) anti-mouse
[APS 18]

Por cada experiéncia, foram sempre realizados triplicados e trés controlos negativos, um para
verificar a especificidade do anticorpo primario, no qual este foi omitido, outro para analisar
a possivel autofluorescéncia das células, no qual foram omitidos ambos os anticorpos primario

e secundario e por fim um controlo com células nao transfectadas.

3.2.15. Transfecao das células N2a695 com os pre-miARNs para

extracao proteica
Para a transfecao das células N2a695 com o pre-miR-9 e pre-miR-29b com o intutito de extrair
e analisar os niveis de expressdo proteica, as células foram cultivadas em placas de 6 pocos
com uma densidade de 1 x 10° células por poco. As células foram incubadas durante 24 horas
a uma temperatura de 37°C e 5% de CO,, até uma confluéncia entre 60 a 80% em meio
completo, composto por uma mistura (1:1) de DMEM (Sigma-Aldrich) e OptiMEM (Gibco) com
adicao de suplementos: 5% (m/v) de FBS e 1% (m/v) de penicilina-steptomicina. Quando

conseguida a confluéncia pretendida, realizou-se uma mudanca de meio completo para meio
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incompleto, composto por uma mistura (1:1) de DMEM (Sigma-Aldrich) e OptiMEM (Gibco) e
incubou-se novamente a uma temperatura de 37°C e 5% de CO,, durante 12 a 16 horas. Em
paralelo a incubacdo, realizou-se a encapsulacdo do pre-miR-9 e do pre-miR-29b em
nanoparticulas de CS. Para a formulacdo das nanoparticulas, colocou-se 8 pyg de miARN em
400 pL de Tampao acetato, pH=4,5 num microtubo de 1,5 mL. De seguida, num vortex
colocaram-se 100 pL de CS no ratio 35, gota a gota, nos 400 uL de miARN + Tampao acetato a
pH=4,5, durante 1 minuto. Posteriormente, centrifugou-se a mistura a uma velocidade de
15000 g, durante 20 minutos a uma temperatura de 4°C. Apds a centrifugacao, ressuspendeu-
se o pellet formado (nanoparticulas de CS com o pre-miARN) em 400 pyL de OptiMEM. De
seguida, adicionou-se 400 pL de nanoparticulas + pre-miARN ressuspendido em OptiMEM em
cada poco (Figura 20), homogeneizando-se muito bem a placa de cultura e colocou-se a
incubar a 37°C e 5% de CO,. Apos 4 horas de incubacao, a transfecao foi interrompida através
da mudanca de meio, de meio incompleto para meio a 1%, composto por uma mistura (1:1) de
DMEM (Sigma-Aldrich) e OptiMEM (Gibco) com adicao de suplementos: 1% (m/v) de FBS e 1%
(m/v) de penicilina-steptomicina e, posteriormente a placa foi novamente incubada a uma
temperatura de 37°C e 5% de CO, durante 72 horas.

3 1 2 3
400 pL 400 pL foo ELg 400‘§L9
T} pre-miR-9 e pre-mik-9 e
pre-miR-9 pre-miR-29b A pre-miR-29b pre-miR-29b
400 pL 400 pL 400‘|.|L 400‘“L
uR . ' .:_ng B pre-m]R-9 e pre-m]R-9 e
pre-mi pre-mi pre-miR-29b pre-miR-29b

Figura 20. Desenho experimental da transfecdo das células N2a695 com o pre-miR-9 e pre-miR-29b
individualmente e em simultaneo numa placa de 6 pocos. N/T - Células nao transfectadas; 400 pL pre-
miR-9 - Células transfectadas com 400 L de uma mistura de quitosano + 8 g de pre-miR-9; 400 L pre-
miR-29b - Células transfectadas com 400 pL de uma mistura de quitosano + 8 pug de pre-miR-29b; 400 pL
pre-miR-9 e pre-miR-29b - Células transfectadas com 400 pL de uma mistura de quitosano + 8 pg de pre-

miR-9 e 400 pL de uma mistura de quitosano + 8 pg pre-miR-29b.
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3.2.16. Extracdo proteica
Apds realizada a transfecdo como mencionado anteriormente, o meio foi descartado e as
células lavadas e ressuspendidas em tampao PBS, a pH=7,5, e centrifugadas a 11000 g durante
7 minutos, removendo-se o sobrenadante. Este passo foi repetido até um maximo de 3 vezes.
O pellet celular foi ressuspendido num volume entre 50 a 100 pL de tampao de lise completo.

Apds a adicdo do tampao de lise, as aliquotas foram armazenadas a -80°C.

3.2.17. Quantificacao de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford. Este é um ensaio
colorimétrico simples para determinacao da concentracao total de proteina e € baseado no
método de ligacdo de corante de Bradford (Azul Brilhante de Coomassie G-250), a uma
proteina desconhecida, mais concretamente, a residuos de aminoacidos e as suas bases
aromaticas. Para tal, realizou-se em triplicado a preparacdo das amostras para posterior
leitura da absorvancia. Para a preparacao das amostras, adicionou-se 1 pL de amostra, 159 pL
de agua Milli-Q e seguidamente 40 pL do reagente “Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate” da BioRad (EUA). Posteriormente, realizou-se a leitura das absorvancias num
comprimento de onda de 595 nm, sendo a quantificacao proteica obtida com base numa reta
padrao construida com diferentes concentracées conhecidas (0, 0,2, 0,51, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
9 e 10 pug/pL) de BSA.

3.2.18. Western Blotting

Western Blotting é uma técnica que permite a detecao de uma proteina especifica, a partir
de um extrato proteico complexo. Para tal, é necessario a realizacdo de uma eletroforese em
gel de poliacrilamida e de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), na presenca de um agente
redutor (B-mercaptoetanol) de modo a separar proteinas de acordo com o seu peso
molecular. Posteriormente, realiza-se a transferéncia das proteinas do gel para uma
membrana de PVDF, de modo a ser possivel a detecdo e identificacdo da proteina de
interesse, utilizando anticorpos especificos para as proteinas alvo. Assim, apos a
transferéncia, a membrana é exposta a anticorpos especificos e, em seguida, é detetada a

presenca da proteina por fluorescéncia.

3.2.18.1. SDS-PAGE

As amostras para o SDS-PAGE foram preparadas com uma quantidade de 70 pg de proteina, as
quais se adicionou um certo volume de agua Milli-Q de modo a obter-se 15 pL de volume final.
Posteriormente, adicionou-se 3 pL de tampao de reducdo + B-mercaptoetanol as amostras
preparadas. Seguidamente, colocaram-se as amostras a 95°C durante 10 minutos para a sua

desnaturacao completa.
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Apds a preparacao das amostras proteicas pretende-se que estas sejam separadas de acordo
com o seu peso molecular por SDS-PAGE. Foram preparadas eletroforeses em géis
desnaturantes de SDS a diferentes percentagens de acrilamida de modo a concentrar a
amostra (gel de concentracao) e posteriormente promover a sua resolucao (gel de resolucao),
separando as proteinas pelo seu peso molecular. Para preparar o gel de resolucao utilizou-se
15% de acrilamida, no qual se adicionou 5 mL de tampao Tris-HCl 1,875 M, a pH=8,8, 250 pL
de SDS a 10%, 4,6 mL de agua Milli-Q, 10 mL de acrilamida. Adicionou-se posteriormente 200
HL de PSA e 50 pyL de TEMED, para polimerizacao do gel. O gel de concentracao foi preparado
do mesmo modo que o de resolucao, no entanto com 4% de acrilamida, no qual se adicionou
1,25 mL de tampao Tris 1,25 M, a pH=6,8, 1,2 mL de SDS a 10%, 6,7 mL de agua Milli-Q, 1,25
mL de acrilamida e posteriormente 200 yL de PSA e 50 pL de TEMED. As amostras foram
carregadas nos pocos do gel de concentracao, bem como o marcador de peso molecular (3
pL), e submetidas a uma voltagem inicial de 90 V durante 15 minutos e, posteriormente, a
130V, aproximadamente durante 120 minutos em tamp&o de electroforese, constituida por

uma diluicao de 1:10 da solucao stock de TGS.

3.2.18.2. Eletrotransferéncia

Procedeu-se a eletrotransferéncia das proteinas do gel de resolucdo para uma membrana de
PVDF recorrendo a um sistema Trans-Blot® Cell da BioRad, para a proteina APP, presenilina e
BACE1. Finalizada a eletroforese, realizou-se a separacao do gel de resolucao, do gel de
concentracao e colocou-se o gel de resolucao em Tampao de eletrotransferéncia durante 15
minutos. Colocou-se também a membrana em metanol puro, durante 5 minutos, para a sua
ativacdo. Posteriormente a ativacdo da membrana procedeu-se a sua lavagem, durante 10
minutos em agua Milli-Q. Procedeu-se, em seguida, a montagem da sandwich para a
transferéncia, evitando a formacao de bolhas, colocando, de baixo para cima, 4 pedacos de
papel de filtro Whatman embebidos em Tampao de eletrotransferéncia. Posteriormente,
colocou-se o gel de migracao, a membrana de PVDF e, por fim, 4 pedacos de papel de filtro
Whatman embebidos novamente em Tampao de eletrotransferéncia. Entre cada passo da
montagem da sandwich, com auxilio de um rolo, removeu-se qualquer eventual bolha de ar,
formada durante o processo. A electrotransferéncia das proteinas decorreu durante 90
minutos a uma voltagem de 125V e 0,75A. Apds a eletrotransferéncia, a membrana foi
colocada numa solucdo de BSA a 5% sob agitacdo, a temperatura ambiente, durante 1 hora

para o bloqueio da mesma.
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3.2.18.3. Imunodetecao de proteinas

Apds o bloqueio da membrana com BSA, de modo a evitar posteriores ligacdes inespecificas
dos anticorpos a membrana, incubou-se a membrana com o anticorpo primario (Tabela 8)
overnight a uma temperatura de 4°C. De seguida, a membrana foi lavada trés vezes em
intervalos de 15 minutos com TBS-T, antes de se incubar com o anticorpo secundario durante
1 hora a temperatura ambiente. Tanto o anticorpo primario como o secundario foram
preparados em TBS-T. No fim da incubacdo com o anticorpo secundario (Tabela 8), a
membrana foi novamente lavada trés vezes em intervalos de 15 minutos numa solucao de
lavagem constituida por uma diluicao de 1:10 de TBS stock com a adicao de 0,1% de Tween
20. As bandas imunorreativas foram visualizadas com ECF, no qual se utilizou 1 mL. As
membranas foram colocadas a incubar no ECF durante 5 minutos. De seguida, foram reveladas

no sistema Molecular Imager FX Pro Plus (BioRad).

Tabela 8. Anticorpos utilizados para as proteinas em estudo em western blot.

5 Anticorpo . Anticorpo L .
Proteina L. Diluicdo Marca comercial L. Diluicdo Marca comercial
primario secundario
Anticorpo
Anti- secundario
- Santa Cruz
Presenilin Abcam para ) )
Biotecnologia, Inc.
PS1 1 1:250 (Cambridge, western 1:20000 .
. . ’ (Heidelberg,
antibody Inglaterra) blotting
Alemanha)
[APS 18] reagent
pack, Mouse
Anti-
BACET Abcam
Anticorpo
BACE1 , 1:1000  (Cambridge, P
antibody secundario
Inglaterra) Santa Cruz
(ab2077) para
Biotecnologia, Inc.
western 1:20000 .
. (Heidelberg,
blotting
GAPDH Cell Signaling Alemanha)
reagent
(14C10) Technology .
GAPDH 1:1000 pack, Rabbit
Rabbit (Leiden,
mAb Holanda)
3.2.19. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 6. Todas as experiéncias
realizadas foram repetidas pelo menos trés vezes usando preparacées de cultura
independentes. Os dados nas figuras sdao expressos como média + desvio padrdo. Os dados
quantitativos foram analisados estatisticamente por analise de variancia unidirecional
(ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. * Indica diferenca significativa versus células nao

tratadas, sendo considerado estatisticamente significativo para p <0,05.
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4, Resultados e discussao
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O pre-miR-29b e o pre-miR-9 ja foram descritos em inimeros estudos cientificos como
alvos/agentes terapéuticos com aplicacdo em diversas doencas, como por exemplo na DA. De
modo a verificar a potencial acdo terapéutica destes microARNs na DA, quer individualmente
guer em conjugacao, iniciou-se este trabalho de investigacdo com a producédo dos plasmideos
que contém as sequéncias humanas do pre-miR-9 e pre-miR-29b, em Escherichia coli DH5a.
Estas sequéncias foram selecionadas recorrendo ao miRBase, que é o repositorio oficial dos
miARNs. Neste estudo é descrita a utilizacdo dos pre-miARNs ao invés do miARN maduro, uma
vez que o seu reconhecimento e processamento na célula sao mais eficientes (Tsutsumi et al.,
2011). Apo6s a producdo recombinante de cada um dos plasmideos realizou-se a
extracao/purificacdo dos mesmos, para posterior amplificacdo enzimatica das sequéncias do
pre-miR-9 e pre-miR-29b por PCR. Por fim, efetuou-se a transcricao in vitro para a obtencao
dos pre-miR-9 e pre-miR-29b, que foram posteriormente usados na avaliacao da capacidade
de induzir o silenciamento da expressao da APP, BACE1 e Presenilina, através das técnicas de

gRT-PCR, imunocitoquimica e western blot.

4.1, Purificacao de plasmideos que codificam pre-miR-9 e
pre-miR-29b

Apds a extracao dos plasmideos, contendo as sequéncias do pre-miR-9 e pre-miR-29b, a partir
da cultura de Escherichia coli DH5a, estes foram purificados através do kit NZYMiniprep. Para
avaliar a purificacao das amostras e a qualidade das preparacdes, em termos de integridade
estrutural, foi realizada uma analise espectrofotométrica e eletroforese em gel de agarose
(Figura 21).
A

ADN plasmidico pre-miR-9 ADN plasmidico pre-miR-29b

Figura 21. Purificacdo de extratos de ADN plasmidico de pre-miR-9 e pre-miR-29b. A - Eletroforese
em gel de agarose a 1% para verificacao da pureza do ADN plasmidico com a sequéncia do pre-miR-9. B -
Eletroforese em gel de agarose a 1% para verificacdo da pureza do ADN plasmidico com a sequéncia do
pre-miR-29b.
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A andlise espectrofotométrica permitiu estimar a concentracao de ADN utilizando os valores
de absorvancia a 260 nm, enquanto a pureza de cada amostra foi avaliada calculando a razao
Ao/ Azgo. De uma forma geral, considera-se que uma razao de 1,80 + 0,01 é frequentemente
carateristica de uma preparacao de ADN puro (Farrell 2010). A amostra de ADN plasmidico do
pre-miR-9 e do pre-miR-29b apresentaram tipicamente valores de razao 260/280 de
aproximadamente 1,8 (no caso das figuras 21A e 21B foram obtidos valores de 1,829 e 1,809
respetivamente) o que representa um elevado nivel de pureza, como pode ser comprovado
também pela eletroforese da Figura 21A e 21B. Na eletroforese, apesar de serem visiveis
bandas mais ténues de maior peso molecular, que podem corresponder a algum ADN
genomico, sao visualizadas maioritariamente 2 bandas que correspondem a duas isoformas de
plasmideo, estando identificada na imagem a isoforma superenrolada que €é mais
representativa.

4.2. Amplificacao génica por PCR convencional do pre-
miR-29b
Para proceder a amplificacdo das sequéncias alvo (pre-miR-9 e pre-miR-29), a partir dos
plasmideos purificados, foi necessario realizar a otimizacdo das condicoes de PCR,
nomeadamente a temperatura de annealing, concentracao de primers e nimero de ciclos,

tanto para o pre-miR-9, como para o pre-miR-29b, de forma a obter uma maior amplificacao

das sequéncias de interesse sem amplificagdes inespecificas.

[Primer] = 0,3 pL [Primer] = 0,5 pL
A A

|
64°C 66°C 68°C 69°C 70°C 69°C 70°C

59



Potencial terapéutico de miR-9 e miR-29 na doenca de Alzheimer

[Primer] = 0,3 pL

[Primerl = 0,2 uL [Primer] = 0.3 uL
| A

75 Ciclos 3R Ciclos 75 Ciclos 30 Ciclos
A

Figura 22. Otimizacdo das condicdes de PCR para pre-miR-9 e pre-miR-29b. A - Electroforese em gel
de agarose a 1% para verificar a otimizacao da temperatura de anneling e quantidade de primers. B -
Electroforese em gel de agarose a 1% para verificar a otimizacao da quantidade de primers. C -
Electroforese em gel de agarose a 1% para avaliar o efeito da quantidade de primer, assim como o
numero de ciclos. C - Controlo; A - Amostra; A - Amostra mal aplicada.
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Referente a otimizacao da temperatura de annealing, realizaram-se PCRs com 25 ciclos, num
intervalo de temperaturas entre os 64 e 68°C, contudo, verificou-se a existéncia de
amplificagdes inespecificas (amplificacdo no controlo). Deste modo, procedeu-se a uma nova
otimizacao, testando as temperaturas de 69 e 70°C, uma vez que quanto maior a temperatura
de annealing, menor a probabilidade de ocorréncia de amplificagdes inespecificas. Como se
pode verificar pelo gel de agarose da Figura 22A, nao foi observada amplificacao inespecifica,
de valorizar, para estas temperaturas de annealing, no entanto, a amplificacdo do pre-miR-
29b foi significativamente maior a 69°C, sendo esta a temperatura de annealing estabelecida
para amplificar a sequéncia do pre-miR-29b. A quantidade 6tima de primer para amplificacao
do pre-miR-29b foi de 0,3 pL, visto que com uma quantidade superior (0,5 pL) a uma
temperatura de 69°C, existia uma amplificacdo no controlo, o que nao seria desejavel. Ja em
quantidades inferiores (0,2 pL), para a mesma temperatura, embora nao existissem
amplificacdes inespecificas, existia uma menor amplificacdo do pre-miR-29b (Figura 22A e
22B). Relativamente a otimizacdo do nimero de ciclos do PCR, foram realizados ensaios com
25, 30 e 35 ciclos e verificou-se que o numero de ciclos mais adequado foi de 25 ciclos para
amplificacao da sequéncia do pre-miR-29b, com uma quantidade de primer de 0,3 pL (Figura
22C). Nesta otimizacao foi ainda constatado que no PCR com 25 ciclos, usando uma
quantidade de primers de 0,2 pL, a uma temperatura de 69°C, se obtém uma menor
amplificacdo em comparacdo com o PCR utilizando 0,3 pL de primers. Para além disso, com
um numero de ciclos superior a 25, tanto numa quantidade de primers de 0,2 pL ou 0,3 pL,

existe amplificacao do controlo, logo ocorrem amplificacdes inespecificas.

Conclui-se assim que existe uma maior amplificacdo da sequéncia de pre-miR-29b, sem
amplificacao do controlo e com uma menor formacdo de dimeros, num PCR com 25 ciclos,

usando 69°C como temperatura de annealing e com uma quantidade de primers de 0,3 pL.
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4.3. Amplificacdao génica por PCR convencional do pre-
miR-9
Tendo em conta as otimizacoes realizadas anteriormente para a amplificacao do pre-miR-29b,
neste caso foi também mantido o nimero de ciclos (25) e a quantidade de primers (0,3 pL),
tendo sido, no entanto otimizada a temperatura de annealing para a amplificacao do pre-
miR-9.
[Primer] = 0,3 pL

I 1

65°C 66°C 67°C 68°C 69°C 70°C

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose a 1% para verificar a optimizacdo da temperatura de

anneling para amplificacdo do pre-miR-9. C - Controlo; A - Amostra.

Para esta otimizacao da temperatura de annealing, realizou-se um PCR com 25 ciclos, num
intervalo de temperaturas entre os 65 e 70°C (Figura 23). Contudo, como se pode verificar
pela analise do gel de agarose da Figura 23, ndo ocorreu amplificagdo do pre-miR-9 para as
temperaturas acima dos 67°C, sendo apenas confirmada para 65, 66 e 67°C. Assim, foi
possivel selecionar a temperatura de 67°C como a temperatura 6tima de annealing para o
pre-miR-9, sendo igualmente expectavel o aumento da especificidade, com reducao das

ligacoes inespecificas.

No geral, e considerando estas condicGes otimizadas, foi possivel observar que os géis de
agarose a 1% corados com Greensafe mostram apenas uma banda correspondente ao tamanho
do pre-miR-29b ou pre-miR-9, ndo sendo evidenciada a presenca de bandas relativas a

contaminacao ou amplificacdes inespecificas, quer nas amostras quer nos controlos.
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4.4, Otimizacao da transcricao in vitro

Apdés a amplificacdo das sequéncias de interesse do pre-miR-9 e pre-miR-29b por PCR,
procedeu-se a otimizacdao das condicdes para a transcricao in vitro de forma a obter os
respetivos pre-miARNSs.

16 horas a 37°C
|
[ 1
Pre-miR-9  Pre-miR-29b

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose a 1% para verificar a otimizacdo da temperatura, tempo e
quantidade de DNase a usar na transcrigdo in vitro. O ensaio corresponde a transcrigao in vitro com o
pre-miR-9 e pre-miR-29b, a 37°C, durante a 16h. C - Controlo; A - Amostra.

Com os testes realizados, e de acordo com as indicacoes da bula do kit, determinou-se que o
tempo de incubacédo 6timo para a transcricdo in vitro seria de 16 horas, a uma temperatura
de 37°C. Apos a incubacao overnight, verificou-se que com a adicdo de 1 pL de DNase apenas
eram obtidas as sequéncias dos pre-miARNs de interesse, visto que ndo existe contaminacdo

com ADN nao transcrito, tal como é possivel observar na imagem representativa da Figura 24.

Confirmada a eficiente transcricao in vitro para obtencdo dos pre-miR-29b e pre-miR-9, foi

possivel avancar com os estudos de transfecao.
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4.5. Analise da Expressao Proteica por Western Blot

De modo a avaliar nas células N2a695, o efeito do pre-miR-9 e do pre-miR-29b, de uma forma
isolada ou combinada, na variacdo da expressao proteica de duas proteinas envolvidas no
desenvolvimento e progressao da DA, nomeadamente BACE1 e PS1, realizou-se a técnica de
Western blot. Assim, foram obtidas bandas com um peso molecular de aproximadamente 76
kDa para a BACE1, 56 kDa para a presenilina e 37 kDa para o housekeeping, GAPDH (Figura
25).

kDa S S 9 9 29 29 9/29 9/29

100 ... - , . BACE1
75 e

63

35

Figura 25. Western blot de extratos de proteina total da linha celular N2a695 para estudo do
silenciamento da expressao da proteina BACE1 e PS1, ap6s transfecdo com o pre-miR-9 e pre-miR-
29b individualmente ou em combinacéo (pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultdneo). Marcacao com os
anticorpos especificos para BACE1, presenilina (PS1) e normalizacao realizada com GAPDH. S - Amostra
proteica de células nao transfetadas; 9 - Amostra proteica de células transfetadas com pre-miR-9; 29 -
Amostra proteica de células transfetadas com pre-miR-29b; 9/29 - Amostra proteica de células

transfetadas com pre-miR-9 + pre-miR-29b.

Os pesos moleculares obtidos para a BACE1, PS1 e GAPDH, apods eletrotransferéncia, sao
semelhantes aos referenciados pelo fabricante dos anticorpos. Em relacdo a expressao da
proteina BACE1, é possivel visualizar, embora de forma ténue, um silenciamento nas células
transfetadas com pre-miR-29b individualmente e com pre-miR-9 e pre-miR-29b em
simultaneo, em comparacao com os niveis de expressdao obtidos nas células nao transfetadas
(S) (Figura 25). Apesar de ser observada esta diferenca, o facto de estas bandas se
apresentarem com baixa marcacao nao permitiu realizar a quantificacao, pelo que neste caso
nao foi possivel determinar qual o nivel de silenciamento promovido por cada espécie de pre-
miARN. A impossibilidade de determinar este efeito de uma forma quantitativa também nao
permite verificar se a co-transfecdao com os 2 pre-miARNs em estudo traz algum beneficio

relativamente a aplicacao isolada de cada pre-miARN.
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Diversos estudos ja descreveram a relacdo do miR-29 e, consequentemente, do pre-miR-29
com a proteina BACE1. De facto a maior parte dos estudos relatam uma correlacao entre os
elevados niveis de expressao da BACE1 e a diminuicdo da expressao do miR-29 (Basavaraju
and Lencastre 2016; Hébert et al., 2009). No entanto, recentemente Pereira e colaboradores,
e Yang e colaboradores foram também estudar qual o impacto do re-estabelecimento dos
niveis de miARN nas células neuronais, tendo verificado que aumentando os niveis de pre-
miR-29b e miR-29, respetivamente, estes provocariam uma diminuicao da expressao da BACE1
(Pereira et al., 2016; Yang et al. 2015). Em particular, o trabalho de Pereira e colaboradores
resultou na reducao significativa, de aproximadamente 82% da expressao da proteina BACE1
na linha celular N2a695 transfectada com o pre-miR-29b obtido de forma recombinante
(Pereira et al., 2016). Embora no presente estudo se tenha utilizado o pre-miR-29b
amplificado enzimaticamente e ndao o recombinante, e apesar de nao ser possivel a
quantificacao fidedigna a partir da imagem de western blot, aparentemente o tratamento das
células com os pre-miARNs em estudo resultou no silenciamento da expressao da BACE1, indo

ao encontro dos resultados obtidos previamente por Pereira e colaboradores.

Relativamente a proteina presenilina verificou-se um silenciamento no nivel de expressao da

mesma em todas as transfeccoes celulares (Figura 26).
** p=0.0025
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Figura 26. Niveis de expressdo obtidos por western blot da linha celular N2a695 para estudo do
silenciamento da expressdao da presenilina, apés transfecdo com o pre-miR-9 e o pre-miR-29b
individualmente e pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. Controlo - Células nao transfetadas; pre-
miR-29b - Células transfetadas com pre-miR-29b; pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9; pre-
miR-29b+pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. One-way ANOVA
seguido por teste de Tukey foi usado para a analise estatistica relativamente ao controlo (células nao
transfetadas). Os resultados sdo considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. Os graficos

de barras representam médias + SEM para um nz3.
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Relativamente a proteina presenilina verificou-se um silenciamento no nivel de expressao da
mesma em todas as transfeccoes celulares. A maior inibicdo no nivel de expressao proteica da
presenilina foi obtida nas células transfetadas somente com pre-miR-29b, com uma
percentagem de inibicao de 85 (Figura 26). Esta maior inibicao induzida pelo pre-miR-29b,
podera dever-se a uma maior especificidade e complementaridade deste miARN ao transcrito
que corresponde a proteina alvo (presenilina), em comparacdo com o pre-miR-9. Este
resultado embora muito interessante necessita de ser confirmado por outras técnicas, pois
nao foram encontrados estudos que relacionem o miR-29 e a presenilina. Relativamente ao
efeito do miR-9, Maes e colaboradores demonstraram haver uma relacao entre este miARN e a
presenilina, sugerindo que a sobre-expressao da presenilina poderia estar associada com o
declinio dos niveis de miR-9 na DA (Maes et al., 2009). Os resultados obtidos estdo de acordo
com os descritos por Maes, visto que com a utilizacao do pre-miR-9, foram obtidos valores
inferiores nos niveis de expressao da presenilina relativamente as células ndo transfetadas. O
nivel de inibicdo da expressao da presenilina nas células N2a695 transfetadas com pre-miR-9
foi de 65% e no caso da co-transfecao com pre-miR-9 e pre-miR-29b foi obtida uma inibicao
de 66% (Figura 26). Estes resultados sugerem que nao existe propriamente uma vantagem
associada a transfecdo combinada com os 2 pre-miARNs, ja que o silenciamento que se
verificou (66%) € idéntico ao obtido na transfecdo com apenas pre-miR-9 (65%) e ainda menor
do que o obtido com pre-miR-29b (85%). Uma possivel explicacdo podera ser o facto de a
célula e a sua maquinaria de processamento de pre-miARNs atingir um nivel de saturacdo ou
sobrecarga com a transfecdo combinada, nao resultando nenhum sinergismo em termos de
potenciar a acdo de silenciamento. Ao contrario do que aconteceu no estudo de Su e
colaboradores, ndo se verificou sinergia. Porém, trata-se de mecanismos diferentes e por
isso, podem existir casos em que ocorre sinergia e casos em que nao ocorre (Su et al., 2013).
No entanto poderia ser também importante avaliar a acao sobre outros alvos e verificar se a

tendéncia se mantém ou se surgem novas evidéncias de inter-relacédo e inter-regulacgao.
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4.6. Imunocitoquimica

O silenciamento da expressdo de algumas proteinas referentes a via amiloigénica,
nomeadamente presenilina (Figura 27) e BACE1 (Figura 29), foi também avaliado por
imunocitoquimica, apos incubacdo com o respetivo anticorpo primario e visualizacdo por

microscopia de confocal.

Hoechst Presenilina Merged

Controlo

pre-miR-9 pre-miR-29b

pre-miR-29+pre-miR-9

Figura 27. Imagens representativas de imunocitoquimica por microscopia confocal da linha celular
N2a695 para estudo do silenciamento da expressao da presenilina, apos transfecdao com o pre-miR-9
e o pre-miR-29b individualmente e pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. Fluoréforos: Hoechst
33342°, AlexaFluor 488° and AlexaFluor 546° (Invitrogen).
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Embora a imunocitoquimica ndao seja a técnica mais adequada para quantificacdo da
expressao proteica, pois é considerada uma técnica semi-quantitativa, esta permite ter uma

ideia geral da quantidade de proteina alvo presente a nivel celular.

0 silenciamento da expressao da presenilina foi obtido quer nas células transfetadas com pre-

miR-9 e pre-miR-29b individualmente, quer simultaneamente (Figura 27 e 28).
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Figura 28 - Niveis de expressdo obtidos por imunocitoquimica da linha celular N2a695 para estudo
do silenciamento da expressdo da presenilina, apés transfecdo com o pre-miR-9 e o pre-miR-29b
individualmente e pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. Controlo - Células nado transfetadas; pre-
miR-29b - Células transfetadas com pre-miR-29b; pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9; pre-
miR-29b+pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. One-way ANOVA
seguido por teste de Tukey foi usado para a analise estatistica relativamente ao controlo (células nao
transfetadas). Os resultados sdo considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. Os graficos

de barras representam médias + SEM para um nz3.

Verificou-se uma maior percentagem de inibicdo da expressao da presenilina nas células
transfetadas com pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo, de aproximadamente 37%. No
entanto, o nivel de inibicao verificado nas células transfetadas apenas com pre-miR-9 é muito
semelhante ao obtido com o pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo, com uma percentagem
de silenciamento de 35% (Figura 28). Mais uma vez estes resultados vao de encontro as
afirmacoes de Maes e colaboradores de que existe uma relacdo causal entre o miR-9 e a
presenilina (Maes et al., 2009), e relacionam-se também com o resultado obtido por Western
blot. O resultado semelhante do silenciamento da presenilina em células transfetadas com o
pre-miR-9 individualmente e nas células transfetadas com o pre-miR-9 e pre-miR-29b em
simultaneo podera ser explicado, com base na acdo evidenciada do pre-miR-9 no
silenciamento da presenilina, nao se verificando a influéncia do pre-miR-29b na presenilina.
Contudo, este resultado podera ser um possivel indicador de que o pre-miR-29b também tem
um papel crucial no silenciamento da presenilina. Esta hipotese pode ser demonstrada, visto
que se obtém um silenciamento na expressao da presenilina (menor % de fluorescéncia) com o

pre-miR-29b, de cerca 23% (Figura 28). Ainda assim serdo necessarios mais estudos para a sua
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confirmacao, visto que ao contrario dos resultados obtidos por western blot, na
imunocitoquimica, a percentagem de inibicdo da expressdo da presenilina foi inferior nas

células transfetadas com o pre-miR-29b, em relacdo as restantes transfeccoes.

Relativamente a expressao da BACE1 nas células N2a695 transfetadas com pre-miR-9 e pre-

miR-29b quer individualmente, quer em simultaneo, verificaram-se niveis de silenciamentos

distintos aos da presenilina (Figura 29 e 30).
Hoechst BACE1 Merged

Controlo

pre-miR-9 pre-miR-29b

pre-miR-29b+pre-miR-

Figura 29. Imagens representativas de imunocitoquimica por microscopia confocal da linha celular
N2a695 para estudo do silenciamento da expressao da BACE1, apés transfecao com o pre-miR-9 e o
pre-miR-29b individualmente e pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultdneo. Fluoréforos: Hoechst
33342°, AlexaFluor 488® and AlexaFluor 546° (Invitrogen).
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*** p=0.0002
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Figura 30. Niveis de expressao obtidos por imunocitoquimica da linha celular N2a695 para estudo do
silenciamento da expressdo da BACE1, apds transfecdo com o pre-miR-9 e o pre-miR-29b
individualmente e pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. Controlo - Células nao transfetadas; pre-
miR-29b - Células transfetadas com pre-miR-29b; pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9; pre-
miR-29b+pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. One-way ANOVA
seguido por teste de Tukey foi usado para a analise estatistica relativamente ao controlo (células ndo
transfetadas). Os resultados sao considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. Os graficos

de barras representam médias + SEM para um nzx3.

Neste estudo verificou-se um silenciamento acentuado da BACE1, quer nas células
transfetadas com o pre-miR-29b individualmente, quer com a combinac@o dos dois pre-miRs
(pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo) e praticamente nao foi obtido nenhum
silenciamento nas células transfetadas apenas com o pre-miR-9, observando-se apenas um
silenciamento de cerca de 1%. De facto, existiu um maior silenciamento da BACE1, nas células
transfetadas com pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo, comparativamente ao uso do pre-
miR-29b individualmente, obtendo-se silenciamentos de 70% e 57%, respetivamente (Figura 29
e 30).

De uma forma geral, nos resultados da imunocitoquimica, podemos observar a existéncia de
uma tendéncia para um maior silenciamento da expressao da presenilina e da BACE1 usando o
pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo, em relacdo ao seu uso individual. No entanto, o
silenciamento da BACE1, apenas com pre-miR-29b, ndo é muito distinto do ocorrido com pre-
miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. Isto podera ser explicado, devido a acado notéria e
significativa do pre-miR-29b no silenciamento da BACE1, porém também podera ser um
indicador de que o pre-miR-9 tem um papel no silenciamento da BACE1. No seu estudo
anterior, Pereira e colaboradores demonstraram que apds 72h de transfecao com CS/pre-miR-
29b recombinante, a expressdao da proteina BACE1 é reduzida em aproximadamente 78%
(Pereira et al., 2016). Neste estudo observou-se a mesma tendéncia do estudo de Pereira e

colaboradores, uma diminuicao de 57% da BACE1 com o uso de pre-miR-29b. O menor
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silenciamento por parte do pre-miR-29b deste estudo, podera ser devido ao uso de um
transcrito de pre-miR-29b e nao um pre-miR-29b recombinante. O uso de um pre-miR
transcrito apresenta desvantagens em relacdo a um pre-miR recombinante. A principal
desvantagem do uso de um pre-miR transcrito verifica-se durante o processo de amplificacao
por PCR (usado neste estudo) e no processo de transcricao. Estas duas técnicas poderao
apresentar erros durante a amplificacao pela tag ADN polimerase e na transcricao por parte
da T7 ARN polimerase. Estes erros levam a producao impurezas, formando produtos
aberrantes, distintos dos pre-miRs pretendidos, que nao serao complementares aos ARNm
alvo, levando a uma diminuicao do silenciamento relativamente aos pre-miRs recombinantes
(Pereira et al., 2016).

4.7. Analise da Expressao Génica por RT-qPCR

Para comprovar os resultados obtidos anteriormente, por RT-gPCR estudou-se o silenciamento
da expressao génica de algumas proteinas referentes a via amiloigénica, entre as quais,
BACE1, presenilina e APP, de modo a verificar a existéncia de variacdes ao nivel da expressao
do ARNm das proteinas em estudo.

Quanto ao silenciamento da expressao do ARNm da BACE1, obtiveram-se resultados
contraditorios relativamente a estudos ja existentes (Pereira et al., 2016; Yang et al. 2015) e
aos resultados obtidos por imunocitoquimica. Pereira e colaboradores observaram que os
niveis de ARNm da BACE1 nas células N2a695 foram significativamente reduzidos apos o
tratamento com o pre-miR-29b recombinante (Pereira et al., 2016). No entanto, neste estudo
nao se verificou nenhum nivel de silenciamento na expressao do ARNm da BACE1, quer nas
células tranfectadas com o pre-miR-9 e pre-miR-29b individualmente, quer em simultaneo,
contrariando também estudos que relatam a influéncia do miR-29 na expressao da BACE1 (Tan
et al., 2013). Assim sendo, face aos resultados obtidos sera necessario realizar mais
estudos/testes ao nivel do ARNm da BACE1, ja que esta diferenca podera nao corresponder ao
que efetivamente se passa na célula, havendo necessidade de despistar qualquer erro ou

interferéncia experimental.
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No entanto, foram obtidos resultados interessantes ao nivel do silenciamento da expressao do

ARNm da proteina presenilina e APP (Figura 31 e 32, respetivamente).
** p=0.0051
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Figura 31. Niveis de expressdo obtidos por RT-qPCR para avaliar o silenciamento da expressdo do
ARNm da presenilina na linha celular N2a695, apés transfecido com o pre-miR-9 e pre-miR-29b
individualmente e pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. Controlo - Células nao transfetadas; pre-
miR-29b - Células transfetadas com pre-miR-29b; pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9; pre-
miR-29b+pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. One-way ANOVA
seguido por teste de Tukey foi usado para a analise estatistica relativamente ao controlo (células ndo
transfetadas). Os resultados sdo considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. Os graficos

de barras representam médias + SEM para um nz3.

Tanto nas células transfetadas com pre-miR-9 e pre-miR-29b individualmente, quer
simultaneamente, ocorreu silenciamento ao nivel da expressdao do ARNm da presenilina,
sendo mais evidenciado, nas células transfetadas com pre-miR-9 e pre-miR-29b em
simultaneo, onde se verificou uma inibicdo de aproximadamente 25%. No entanto, tal como
nos resultados obtidos na imunocitoquimica da presenilina, o silenciamento génico verificado
apenas com pre-miR-9 é muito semelhante ao ocorrido com pre-miR-9 e pre-miR-29b em
simultaneo, tendo sido de aproximadamente 24% (Figura 31). Mais uma vez, estes resultados
estdo de acordo com os obtidos por Maes e colaboradores que afirmam a existéncia de uma
relacao do miR-9 com a presenilina, evidenciando a sua acao no silenciamento da presenilina
(Maes et al., 2009). Os nossos resultados também poderao ser um indicador de uma possivel
acao do pre-miR-29b no silenciamento da presenilina, visto que se obtém uma ligeira inibicao
no nivel de expressiao do gene da presenilina com o pre-miR-29b, 8% (Figura 31). Este
resultado segue a mesma tendéncia dos resultados obtidos em imunocitoquimica. Ainda assim
serao necessarios mais estudos para a sua confirmacdo, visto que o silenciamento da
presenilina pelo pre-miR-29b nao foi superior aos restantes resultados obtidos por western

blot, e nao foi ainda encontra evidéncia cientifica sobre esta regulacao.

72



Potencial terapéutico de miR-9 e miR-29 na doenca de Alzheimer

Relativamente ao silenciamento da expressao do gene da APP foram obtidos resultados muito
interessantes, pois na pesquisa realizada, nao existem muitos estudos que relacionem o papel
do pre-miR-9 e o pre-miR-29b no silenciamento da APP, sendo que apenas um artigo relaciona
os baixos niveis de expressdo do miR-9 com os elevados niveis de expressdao da APP (Hong et
al., 2017). Hong e colaboradores através do uso de ratos transgénicos (APPswe/PSEN1dE9),
que sobre-expressam a APP e presenilina, verificaram que com o aumento dos niveis de

expressao da APP e presenilina, se obtinham valores inferiores de miR-9 em relacao ao

controlo (ratos saudaveis), sendo consistente com os valores de pacientes com DA.
*** p=0.0001
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Figura 32. Niveis de expressao obtidos por RT-qPCR para avaliar o silenciamento da expressao do
ARNm da APP na linha celular N2a695, apés transfecio com o pre-miR-9 e pre-miR-29b
individualmente e pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. Controlo - Células nado transfetadas; pre-
miR-29b - Células transfetadas com pre-miR-29b; pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9; pre-
miR-29b+pre-miR-9 - Células transfetadas com pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo. One-way ANOVA
seguido por teste de Tukey foi usado para a analise estatistica relativamente ao controlo (células nao
transfetadas). Os resultados sdo considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. Os graficos

de barras representam médias + SEM para um nz3.

0 silenciamento ao nivel da expressao do gene da APP foi obtido nas células transfetadas com
o pre-miR-9 e pre-miR-29b quer individualmente, quer em simultaneo. No entanto, verificou-
se uma maior percentagem de inibicdo do gene da APP, nas células transfetadas com pre-miR-
9 e pre-miR-29b em simultaneo, obtendo-se um silenciamento de 41% (Figura 32). Estes
resultados sao interessantes, pois nao existe quase nenhum artigo que relacione estes miARNs
a APP. Devido a isso nao se esperaria observar um silenciamento da APP por parte do pre-miR-
9 e pre-miR-29b mas sim na presenilina e na BACE1, respetivamente (Hong et al., 2017;
Pereira et al., 2016). Deste modo, os resultados obtidos demonstram uma possivel relacao do
miR-9 com a expressao da APP, tal como no estudo de Hong e colaboradores, onde se
verificou que aumentando a expressao da APP e presenilina, ocorre uma diminuicao do miR-9,

em cerca 40%. Neste estudo estabeleceu-se uma relacao inversa, pois ao aumentar o pre-miR-
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9 e consequentemente o miR-9, verificou-se uma diminuicao da APP, em cerca de 38%, o que

vem reforcar a relacao do miR-9 com a APP (Hong et al., 2017).

Tal como nos resultados obtidos na imunocitoquimica e no RT-qPCR da presenilina, na APP
verifica-se também uma relacao do silenciamento do pre-miR-9 com o silenciamento do pre-
miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo, uma vez que o silenciamento verificado apenas com pre-
miR-9, de 38%, é muito semelhante ao ocorrido com pre-miR-9 e pre-miR-29b em simultaneo
(41%) (Figura 32). Mais uma vez isso podera ser explicado, devido a acdo evidenciada pelo
pre-miR-9 no silenciamento da APP, no entanto, também podera ser um indicador de que o
pre-miR-29b tem um papel no silenciamento da APP, tal como ocorria com a presenilina. Este
indicador podera ser reforcado, visto que se obteve um silenciamento da expressdo do ARNm
da APP com o pre-miR-29b, com cerca 15% (Figura 32). Ainda assim serdao necessarios mais
estudos com diferentes técnicas para a sua confirmacao.

Os mecanismos de acao destes pre-miRs devem ser mais aprofundados e verificar o efeito em
outros ARNm alvos, para que se consiga “desvendar” mais sobre a patologia, o que sera

crucial para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
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5.Conclusao e Perspetivas Futuras
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Devido ao seu enorme potencial de silenciamento, os miARNs, funcionam suprimindo o
processo de traducdo, que leva a reducao dos niveis proteicos associados ao surgimento e
progressao de determinadas doencas. Desta forma procurou-se estudar a relacao do pre-miR-9
e pre-miR-29b, com algumas proteinas associadas aos mecanismos patologicos da DA. A
realizacao deste trabalho permitiu identificar e confirmar a relacao de alguns miARNs com a
DA. Verificou-se a relacao do pre-miR-9 e consequentemente do miR-9 com a presenilina,
tanto em resultados por RT-gPCR, imunocitoquimica e western blot. Por RT-gqPCR e
imunocitoquimica verificou-se um silenciamento superior da presenilina quando as células
foram transfetadas com o pre-miR-9 relativamente ao pre-miR-29b. Apesar de existirem
ligeiras diferencas, os resultados ndao nos permitem confirmar uma agao sinérgica do pre-miR-
9 e pre-miR-29b no silenciamento da presenilina, ja que os resultados de silenciamento foram
sempre bastante idénticos quando as células foram co-trasfetadas com ambos os pre-miARNs
ou com cada um de forma isolada. Um dado muito interessante que se obteve neste trabalho,
e que devera ser particularmente explorado e aprofundado, foi a influéncia do pre-miR-29b
na regulacdo da expressao da presenilina, pois na pesquisa realizada, nao foi encontrado
nenhum estudo que mencionasse esta relacao. Este efeito foi confirmado em todos os estudos
realizados (RT-gqPCR, imunocitoquimica e western blot), embora com maior relevancia nos
estudos de western blot, que contrariamente aos estudos realizados por RT-qPCR e
imunocitoquimica, revelou um silenciamento superior do pre-miR-29b em relacdo ao pre-miR-
9 quer individualmente, quer em simultaneo com o pre-miR-29b. De uma forma geral, e
considerando os resultados das varias técnicas, confirmou-se que a expressao da presenilina é
regulada, sofrendo silenciamento, com a transfecao dos 2 miARNs em estudo, nao havendo

evidéncia significativa que a co-transfecdo possa produzir um efeito sinérgico.

Relativamente a BACE1, através de estudos de imunocitoquimica, conseguiu-se consolidar e
obter resultados concordantes com a relacdo ja descrita entre o pre-miR-29b e
consequentemente do miR-29b com o silenciamento da BACE1. De salientar que nos ensaios
realizados se verificou um silenciamento superior quando as células foram transfetadas com o
pre-miR-29b comparativamente a transfecao com pre-miR-9. No entanto, de acordo com a
literatura, ja seria expectavel que o pre-miR-9 pudesse ter acao no silenciamento quer da
BACE1 quer da presenilina. Apesar de esse efeito nao ter sido confirmado na transfecao do
modelo celular com apenas pre-miR-9, a acao conjunta dos 2 pre-miARNs conduziu a uma

inibicao ligeiramente superior a encontrada na transfecao com apenas pre-miR-29b.

Para além dos dados relevantes obtidos tanto para a regulacdo da expressdo da presenilina
como para a BACE1, obtiveram-se também resultados interessantes e que devem ser
aprofundados para a regulacao da expressao da APP. Através de RT-qPCR verificou-se um
silenciamento significativo, entre 20-25%, da APP, quer apods transfecao das células com pre-
miR-9 quer com o pre-miR-29b. Com base nestes resultados, podera supor-se uma possivel

relacdo regulatéria destes pre-miRs sobre a APP. No caso, a transfecdao com os pre-miARNs
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isolados, revelou uma acao superior do pre-miR-9 relativamente ao pre-miR-29b. Observou-se
ainda a existéncia de um silenciamento ligeiramente superior quando ambos os pre-miARNs
foram transferidos para as células, mas o potencial sinérgico nao pode ainda ser confirmado,

pelo que sera necessario realizar estudos adicionais.

Em suma, com o trabalho realizado foi possivel verificar uma relacdo quer do pre-miR-9, quer
do pre-miR-29b na regulacdao da expressdao das proteinas estudadas (presenilina, BACE1 e
APP). Embora os resultados obtidos nestes estudos parecam promissores, € necessario realizar
ainda estudos adicionais de forma a aprofundar os mecanismos de silenciamento envolvidos e
explorar as evidéncias encontradas. Num futuro préximo, pretende-se confirmar a relacao
destes pre-miRs com a inibicao da expressao da presenilina e BACE1. De uma forma mais
especifica, sera interessante confirmar a acao regulatoria do pre-miR-29b sobre a expressao
da presenilina, ja que nao foram encontrados estudos que o reportem, assim como confirmar
a possivel relacdo destes pre-miRs com o silenciamento APP, que nao foram ainda

evidenciados na literatura.
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