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INTRODUCAO

A regeneragdo celular e tecidual € um topico importante na medicina e biologia, mas sua compreensao
ainda ¢ limitada e, notoriamente, a diferenciagdo tecidual dificulta a regeneragdo, especialmente em
vertebrados. Recentemente, aumentemoa a compreensdo que epigenética desempenha um papel
crucial na regulagdo da diferenciagdo celular e na promogdo da regeneragdo, em especial através dos
RNAs nao codificantes, incluindo piRNAs (pequenos RNAs silenciadores de fita simples). Eles tém
sido destacados por seu papel na estabilidade celular e na regulagdo de genes.

Os piRNAs sdo diferentes de outros tipos de RNAs pequenos, sendo maiores ¢ ndo conservando sua
sequéncia. Eles desempenham fungdes na epigenética, na defesa contra infec¢des virais € na
regeneragdo celular. Estudos recentes mostram que também sao importantes em tecidos somaticos,
como o tecido nervoso, onde sua desregulagdo esta ligada a doengas neurologicas.

A biogénese dos piRNAs ¢ complexa, envolvendo duas vias diferentes, e sua conservacao evolutiva &
notavel, sugerindo um papel importante ao longo da evolugdo. As interagdes entre proteinas € piRNAs
desempenham um papel crucial na regeneragdo celular, especialmente em modelos animais como o
Mus musculus (camundongo), que ¢ semelhante aos humanos em termos genéticos.

Portanto, o estudo visa aprofundar o entendimento do mecanismo molecular do PIWI/piRNA na
regeneracdo celular em tecidos de Mus musculus por meio de analises computacionais e investigar as
interagdes entre proteinas e piRNAs, identificando as proteinas-chave envolvidas na via e suas

fungdes.

METODOLOGIA

A metodologia desta pesquisa se fundamenta na abordagem quantitativa e qualitativa, com busca na
validac@o e desenho experimental in silico. Os processos utilizados neste projeto foram divididos em
duas etapas principais, sendo (i) Curadoria Manual, através da base de dados PUBMED, investigando

as principais proteinas da via de interagdo PIWI/piRNA com énfase em Mus musculus; e (ii)



Construcao das Redes de Interagdao Proteina-Proteina (PPIN) sobre vias associadas ao gene PIWI e o
piRNA, por meio dos bancos de dados online do STRING versao 11.0, através do download do

aplicativo string App, no software Cytoscape.

As etapas para a construcdo das redes de interagdo proteina-proteina e realizagdo das andlises
topologicas e funcionais foram realizadas conforme protocolo desenvolvido pelo grupo de pesquisa
em Biologia Computacional e de Sistemas (SCBG) do Nucleo de Genética Humana e Molecular
(NGHM) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) conforme descrito em Casotti et al.
(2022). As associagdes no STRING seguiram uma pontuagdo de confianga alta de 0,7, as fontes de
interagdo foram baseadas em dados experimentais da curadoria e o nimero de interatores no shell 1 e 2

foi de 50 em cada.

Apos a construgdo das redes, para a realizar as analises das redes foi utilizado o Cytoscape (versido
3.8.2), seguindo um procedimento basico com um plug-in para analisar as propriedades topologicas da
rede. O plug-in Network Analyzer foi usado para calcular os parametros topologicos basicos das
PPINs, como a distribui¢do de grau, coeficiente de agrupamento, centralidades, distribuicdo de

caminhos e distribuicdo de coeficientes topologicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, a espécie Mus musculus (camundongo) foi escolhida como um modelo de pesquisa
devido a sua relevancia na regeneracdo celular e a sua capacidade de fornecer insights para futuras
pesquisas em seres humanos. Para investigar as proteinas envolvidas na regeneragdo celular em
camundongos, a equipe utilizou a base de dados Uniprot para identificar proteinas especificas e, em
seguida, construiu uma rede de interagdo proteina-proteina (PPIN) usando o software Cytoscape, com
o auxilio do aplicativo StringApp.

A PPIN resultante de Mus musculus revelou-se complexa, composta por 115 nds principais e 694
arestas representando as interagdes entre essas proteinas. A andlise topologica da rede mostrou
caracteristicas comuns em redes bioldgicas naturais, como alta heterogeneidade, o que significa que
algumas proteinas tinham muitas interagdes, enquanto outras tinham poucas. Além disso, a rede exibiu
poucas conexdes de longa distancia, alto coeficiente de aglomeragdo e didmetro pequeno, indicando
uma estrutura de "pequeno mundo" em que as proteinas interagem de forma altamente coordenada.
Uma analise de enriquecimento de vias demonstrou que a via mais destacada na rede esta relacionada
ao metabolismo do RNA. Esse resultado sugere que a via PIWI/piRNA desempenha um papel
fundamental na regulagdo pds-transcricional em células somaticas, com foco na estabilidade do RNA e
sua traducdo eficiente em proteinas funcionais. Essa descoberta amplia nosso entendimento das
estratégias celulares para ajustar a produgdo ¢ o destino dos RNAs, o que ¢é crucial para a fungdo

celular e a manutencdo da homeostase.



Dentro da rede, cinco proteinas se destacaram: a proteina Hsp90aal desempenha um papel importante
na regulacdo do ciclo celular e na transducdo de sinais extracelulares. Hnrnpc esta envolvida no
controle de traducdo e transporte de RNA, enquanto DhX9 atua como uma helicase multifuncional em
processos essenciais, como replicacdo do DNA e regulagdo pos-transcricional do RNA. Ptges3 atua
como uma chaperona molecular, desempenhando um papel crucial na modulacdo da ativacao
transcricional mediada por receptores. Além disso, a proteina Gpat2 est4 envolvida na biossintese de
piRNA e na regulagdo de elementos genéticos transponiveis.

No geral, este estudo forneceu uma visdo mais clara das interagcdes moleculares complexas que
sustentam a regulacdo poés-transcricional da expressdo génica. Essas descobertas tém implicagdes
significativas para a regeneragdo celular e a homeostase, além de destacar proteinas-chave na via

PIWI/piRNA que desempenham fungdes essenciais no processo de regeneragdo celular.

CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foram investigadas proteinas relevantes da via PIWI/piRNA e sua interacdo com
processos regulatérios e de processamento de RNA, tanto epigenéticos como nao epigenéticos. Essas
proteinas desempenham papéis cruciais na regulacdo da expressao génica, no silenciamento de genes,
na manutenc¢do da conformidade estrutural de moléculas e na integridade molecular de proteinas. Tais
mecanismos s30 essenciais para a proliferacdo celular e a regeneracao de tecidos, bem como para a
diferenciagdo de células especializadas, especialmente no tecido nervoso.

Este trabalho também destaca a importancia dessas proteinas na modulacdo genética e na regulagao de
marcadores moleculares em doencas neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson e Sindrome de
Rett, descobertas que sugerem que a via PIWI/piRNA desempenha um papel crucial na regeneragio
celular, especialmente no sistema nervoso central.

Além disso, levantou-se questdes sobre a mudanca na fungdo da via PIWI/piRNA ao longo da
evolugdo, sugerindo que a via se tornou mais relevante em células somaticas em mamiferos,
possivelmente relacionada a diminuigdo da capacidade regenerativa em animais superiores ¢
levantando questdes sobre os direcionamentos evolutivos e as vantagens adaptativas que levaram a
essa mudanga na fungao da via.

Por fim, os resultados t€ém implicagdes na busca por alvos terapéuticos especificos e eficazes em
doencas degenerativas, especialmente no sistema nervoso central e fornece insights valiosos sobre as
complexas interagdes das proteinas na via PIWI/piRNA e seu papel na regulagdo pds-transcricional da
expressao génica. Compreender a via PIWI/piRNA e suas intera¢des pode levar ao desenvolvimento

de tratamentos direcionados e personalizados.
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