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1. INTRODUCAO

O sistema nervoso ¢ um tecido heterogéneo que proporciona percepgdes sobre o ambiente através da associagdo
entre o Sistema Nervoso Central ¢ o Sistema Nervoso Periférico. No cérebro, o hipocampo, uma estrutura crucial para a
retencdo de memoria de longo prazo e aprendizagem devido a sua plasticidade sinaptica (Anand e Dhikav 2012; Knierim
2015), pode ser dividido em quatro subregides: CAl, CA2, CA3 e Giro Denteado (GD) (Knierim 2015). O estudo dos
microRNAs (miRNAs) tem se mostrado vital no contexto do hipocampo. Esses pequenos RNAs regulatérios (~22nt) regulam
a expressdo de RNAs mensageiros (mRNAs) por meio do silenciamento pds-transcricional da expressdo génica (Shang et al.
2023). Considerando a importancia dos miRNAs na modulagido da expressdo génica e na plasticidade sinaptica, processos
essenciais para memoria e aprendizagem, seu estudo no hipocampo ¢ crucial. Diversos bancos de dados dedicados a analise ¢
ao armazenamento de informacdes sobre miRNAs permitem a verificagdo de diferengas na expressdo génica dos miRNAs e
de seus mRNAs alvos, proporcionando insights valiosos sobre os mecanismos moleculares que sustentam as fungdes
cognitivas do hipocampo. O estudo conduzido por Machado - “The transcriptome of rat hippocampal subfields” (Machado et
al. 2022)) - apresentou dados inéditos referentes a expressdo génica diferencial de cada sub-regido do hipocampo, apontando
novos genes marcadores, processos biologicos e relagdes hierarquicas de semelhanca de expressao global de mRNAs entre
as subregides utilizando sequenciamento de nova geracdo de mRNAs no hipocampo e ferramentas de bioinformatica. Porém,
os dados de miRNAs podem se comportar de uma maneira diferente do que os mRNAs, e, dessa forma, neste estudo,
realizamos a listagem e comparagdo de miRNAs encontrados nas diferentes subregides do hipocampo, com o objetivo de
contribuir para avangos significativos na area de pesquisa clinica. Posteriormente a isso, verificamos possiveis vias
diferenciais em cada uma das subregides.

2. METODOS

As mesmas amostras de RNA descritas no estudo “The transcriptome of rat hippocampal subfields”, Machado et al
2022, foram usadas. Segue descri¢do resumida dos procedimentos. Foram utilizados ratos Wistar machos (n=5) cada um com
12 semanas de idade, sendo realizada anestesia e remogdo dos encéfalos conforme previamente descrito (Machado et al.
2022), apresentando o protocolo CEUA Unicamp 2903-1. Os encéfalos foram processados para produgdo de laminas
histologicas, sendo realizada microdisseccdo a laser para isolamento das subregides hipocampais CAl, CA2, CA3 e GD,
seguido de extragao de RNA utilizando-se Trizol.

Para o preparo de bibliotecas de microRNA foram utilizados 200ng de RNA das amostras. As bibliotecas foram
preparadas utilizando-se o KitTruSeq SmallRNA Library Preparation, Illumina Inc., seguindo instru¢des do fabricante. As
bibliotecas obtidas foram sequenciadas por meio da plataforma Illumina Hiseq 2500. Os arquivos FASTQ obtidos a partir do
sequenciamento de cada amostra foram utilizados nas etapas posteriores de analise in silico.

No que diz respeito a verificacdo da qualidade dos reads obtidos, foi utilizado a ferramenta Fast Quality Control
(FASTQC) para promover tal analise, seguindo os resultados esperados para miRNAs, sendo eles com poucos erros. Ja para a
remog¢do de adaptadores e primers de RNA PCR, foi utilizado a ferramenta Reaper, removendo exclusivamente os
adaptadores e indexes dos miRNAs com os devidos parametros. Para promover o alinhamento das sequéncias, foi utilizado a
ferramenta Bowtie2 (Langmead and Salzberg 2012) com os devidos pardmetros.

A ferramenta miRDeep2 (Friedldnder et al. 2012) foi utilizada para a identificagdo dos miRNAs, havendo o uso das
ferramentas mapper.pl e quantifier.pl, contribuindo com o processo de identificagdo e quantificacdo dos reads de miRNAs,
respectivamente. J4 para a realizagdo da normalizacdo dos dados e analise estatistica dos genes diferencialmente expressos foi
usado o pacote DESeq? (Love, Huber, and Anders 2014), ambientado em R, que auxiliou na formacdo do Grafico de
Componentes Principais e tabelas de comparagdo entre as subregides. Para obtenc@o dessas tabelas, foi realizada a
comparagdo entre as subregides hipocampais (par a par ¢ uma contra todas) para estabelecer qual miRNA era mais ou menos
expresso a depender da comparagdo'. Os dados foram selecionados levando em consideragdo um grau de significancia
estatistica de p-value ajustado <0.05 e um basemean >10 apds a analise pelo DESeq2. Além disso, foi feita uma predigdo
com a ferramenta online GeneCodis4 (Garcia-Moreno et al. 2022) para Processos Biologicos (BP) para identificar possiveis
BP diferenciais para cada uma das subregides.

3. RESULTADOS
Apbs o sequenciamento, foi obtido um total de 648.402 reads em média por amostra. No controle de qualidade,

conseguimos obter os dados referentes a quantidade das amostras, quantidade de adaptadores, confianca da base por posicdo
e sequéncias superexpressadas para cada uma das subregides disponiveis dos 5 ratos. Apos isso, foi necessaria a realizagdo de

' Como ler: AxB - Significa que A foi o controle para verificagio dos genes em B. Logo, se determinado gene estd com LogFoldChange > 0,
significa que ele estd superexpresso em B em relacdo a A.
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um Trimming a fim de encontrarmos as amostras os miRNAs propriamente ditos em cada uma das subregides dos animais,
realizando o procedimento com o software Reaper. Apds o corte com 0 Reaper, os dados ndo apresentaram mais os Primers
ou mesmo adaptadores.

Ao utilizar o miRDeep?2, foram obtidos os dados de expressdo de cada miRNA para as subregides do hipocampo.
Ap0s isso, houve a contagem dos miRNAs presentes em cada uma das subregides, obtendo o Grafico 1.
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Grafico 1 - a. Grafico em barras obtido pelo R mostrando a quantidade de miRNAs totais encontrados em todas as amostras em cada uma das
subregides, levando em consideragdo um cut-off de 10 reads per count. b. Grafico em barras obtido pelo R mostrando a quantidade de miRNA
superexpressos encontrada em cada uma das subregides do hipocampo, levando em consideragdo p-value ajustado <0.05

Para cada uma das subregides, foram encontrados os valores quantitativos e qualitativos de miRNAs totais (Grafico
la) , bem como o numero de miRNAs especificos que cada uma possui (Grafico 1b). Para determinar o nimero de miRNAs
expressos em cada uma das subregides foi estabelecido um cutoff de 10 counts para cada amostra e, entdo, somado a
quantidade de miRNAs diferentes encontrados em todas as amostras para aquela subregido. Dos 377 miRNAs encontrados
em CAl, 4 so superexpressos e 4 hipoexpressos; na subregidao CA2, 13 miRNA superexpressos e 17 hipoexpressos. Ja para
CA3, 8 superexpressos ¢ 1 hipoexpresso, enquanto na subregido GD, 26 sdo mais expressos ¢ 32 sdo hipoexpressos. Todos
esses valores levam em consideragdo um p value ajustado <0.05.

Superexpressos na subregido hipocampal CA1

Hiporexpressos na subregido hipocampal CA1

Subregiao
CAl
CAl

CAl

miRNA
rno-miR-7a-5p
rno-miR-7b

rno-miR-29a-3p

miRNA
rno-miR-31a-5p
rno-miR-181d-5p

rmo-miR-383-5p

<0.05.

Tabela 1 - miRNAs superexpressos e hipoexpressos para a subregido CA1 do hipocampo em comparagdo com as demais sub-regides avaliadas. p-value ajustado

Superexpressos na subregido hipocampal CA2

Hipoexpressos na subregidao hipocampal CA2

Subregiao
CA2

CA2

miRNA
rno-miR-485-5p

rno-miR-434-3p

miRNA
rno-miR-326-3p

rno-miR-136-3p
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CA2 rno-miR-540-3p rno-miR-221-5p
Igbg;a 2 - miRNAs superexpressos e hipoexpressos para a subregido CA2 do hipocampo em comparagio com as demais sub-regides avaliadas. p-value ajustado
Superexpressos na subregido hipocampal CA3 Hipoexpressos na subregido hipocampal CA3
Subregido miRNA miRNA
CA3 rno-miR-27b-3p rno-miR-222-3p
CA3 rno-miR-23b-3p
CA3 rno-miR-434-5p

Tabela 3 - miRNAs superexpressos e hipoexpressos para a subregido CA3 do hip
<0.05.

ocampo em comparagido com as demais sub-regides avaliadas. p-value ajustado

Hipoexpressos na subregido hipocampal GD

Superexpressos na subregido hipocampal GD
Subregido miRNA
GD rno-miR-204-5p
GD rno-miR-342-3p
GD rno-miR-186-5p

miRNA
rmo-miR-369-5p
rno-miR-434-5p

rno-miR-434-3p

Tabela 4 - miRNAs superexpressos ¢ hipoexpressos para a subregido GD do hipocampo em comparagdo com as demais sub-regides avaliadas. p-value ajustado

<0.05.

Apos isso, realizamos a analise de expressdo diferencial para todas as sub-regides em comparagao par a par (CA1 x
CA2, CA1 x CA3, etc), obtendo uma tabela com todos os nomes de miRNAs que estavam com um p-value ajustado < 0.05,
separando entre os superexpressos e hipoexpressos, obtendo o Grafico 2.
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Grafico 2 - Grafico em barras obtido pelo R mostrando a quantidade de miRNA diferencialmente expressos encontrada comparando cada uma das

subregides do hipocampo par a par, levando em consideragdo p-value

ajustado <0.05. Barras azuis revelam a quantidade de miRNAs

hiperexpressos e barras vermelhas indicam miRNAs hipoexpressospor subregido.
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O Grafico 2 indica o nimero total dede genes diferencialmente expressos comparando as regides par a par. Como ¢
possivel observar, a comparagdo de expressdo dos mRNAs da subregido CA2 com a subregido GD ¢ a que mais apresenta
divergéncia de expressdo. Com isso, para melhor visualizagdo, conseguimos construir uma Analise de Componentes
Principais (PCA - Grafico 3) demonstrando a variagdo entre as amostras e seu relacionamento entre si, bem como o que esta

mostrado no Grafico 2.
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Grafico 3 - Grafico PCA obtido pelo pacote DESeq2 para a analise de expressdo diferencial das subregides do hipocampo. Nele ¢
possivel observar a formagdo de agrupamentos respectivos de cada uma das subregides,.

Neste grafico, ficou evidenciado que ha concentragdes em grupos de expressdo caracteristicos de cada uma das
sub-regides capaz de agrupar as amostras individuais em clusters (agrupamentos) evidenciados pelos circulos de mesma cor.
CA2 ¢ a sub-regido que mais apresenta variagdo interna dentro de sua expressdo. Ademais, as tabelas a seguir apresentam
alguns dos possiveis BP diferenciais em cada uma das subregides utilizando a ferramenta online GeneCodis4

(Garcia-Moreno et al. 2022).

Processos Biologicos diferenciais em CAlquando comparado com todas as outras regides

Descrigao p valor ajustado
Poli-ADP-ribosilagdo de proteinas 0.0030562832420414927
Autoprocessamento de proteinas 0.0030562832420414927
Regulagéo positiva da reparagdo de quebra de dupla fita via recombina¢ao homologa 0.0030562832420414927

Tabela 5 - Processos biologicos que sdo diferenciais para a subregido CAl.

Processos Bioldgicos diferenciais em CA2 quando comparado com todas as outras regides

Descrigéo p valor ajustado
Transdugdo de sinal 0.025504097411738376
Regulagdo positiva do processo de apoptose 0.025504097411738376
Resposta a cafeina 0.03679728697655673
Tabela 6 - Processos biologicos que sdo diferenciais para a subregidoCA2
Processos Biologicos diferenciais em CA3 comparado com todas as outras regides
Descrigao p valor ajustado
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Homeostase dos linfécitos 0.0005697676985873378
Regulagdo positiva da permeabilidade da membrana mitocondrial envolvida no 0.0005697676985873378
processo apoptotico
Desenvolvimento do bago 0.0005697676985873378

Tabela 7 - Processos biologicos que sdo diferenciais para a subregidoCA3
Processos Bioldgicos diferenciais em GD comparado com todas as outras regides
Descrigéo p valor ajustado

Envelhecimento 0.0011740108014534941
Ritmo circadiano 0.003679857102118997
Regulacdo negativa do processo de apoptose 0.043622730629183565

Tabela 8 - Processos biologicos que sio diferenciais para a subregiaoGD
4. DISCUSSAO

Com este trabalho demonstramos que existe uma expressdo diferencial de miRNAs especifica para cada
sub-regido do hipocampo, denotando mais uma vez que as sub-regides apresentam maquinaria de expressdo e
regulagdo génica especificas, podendo refletir em fun¢des cognitivas/neurologicas unicas desempenhadas por
elas. A partir do PCA observamos que GD ¢ a sub-regido com maior diferenca de expressdo de miRNAs, assim
como o observado nos dados de Machado e colaboradores (Machado et al., 2022).

Perante todos os resultados, foi possivel evidenciar a comparacdo CA2 x GD apresentou maior nimero
de miRNAs com expressao diferencial frente a todas as demais comparagdes, e que CA2 possui a maior variagao
de expressdo interna comparada a todas as demais subregides.

5. CONCLUSAO

Dessa forma, como principais aquisi¢des e conclusdes, conseguimos elencar quais eram os miRNAs
expressos em cada uma das subregides, obtendo a lista desses miRNAs. Conseguimos também comparar esses
miRNAs entre as subregides ¢ compreender quais subregides apresentavam maior similaridade entre si ¢ e qual a
mais distinta, percebendo que ha expressdo diferencial de miRNAs entre as subregides. E, além disso,
conseguimos encontrar quais sdo os miRNAs especificos de cada subregido, nos proporcionando informagdes
sobre os processos bioldgicos diferenciais.
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