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1. Introducio

O cancer colorretal (CCR) constitui um importante problema de saide global, sendo
responsavel por 10% de todos os casos e mortes por cancer em todo o mundo. Uma
compreensdo mais aprofundada das causas e da natureza biologica do CCR ¢ essencial para que
possamos criar ferramentas mais eficazes de prevencao, diagnostico e tratamento, o que ajudara
a reduzir o impacto da doenga '"%. Pesquisas atuais estio enfrentando desafios praticos, como
identificar as melhores abordagens terap€uticas e identificar as populagdes especificas de
pacientes que mais se beneficiaram da quimioterapia adjuvante ou da triagem intensiva para
recorréncia da doenca .

Nos ultimos dez anos, ficou claro que a expressdo anormal de microRNAs desempenha
um papel fundamental no inicio e na progressao do cancer colorretal (CCR). Dependendo do
ambiente celular, microRNAs especificos podem agir tanto como supressores de tumores
quanto como oncogenes. As alteragdes na expressao de microRNAs no CCR sdo consistentes
e se associam ao diagnostico, progndstico e a resposta terapéutica. Estudos recentes comegaram
a investigar polimorfismos genéticos relacionados a microRNAs e sua associacdo com a
incidéncia de CCR, além de explorar o uso de microRNAs circulantes (no sangue) ou fecais
como biomarcadores ndo invasivos para deteccdo precoce. Esses dados indicam que os
microRNAs sdo potenciais classificadores moleculares, biomarcadores de deteccao precoce e
alvos terapéuticos para o CCR '3,

Um modelo paralelo e a ser proposto para o CCR pode ser tragcado tendo como
conhecimento prévio do que ocorre com as infeccdes de longo prazo com Papilomavirus
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Humano (HPV) de alto risco os quais sdo conhecidas por causar cancer cervical, peniano, anal
e orofaringeo. Os métodos diagnosticos atuais dependem da descoberta de DNA viral, da
observagao de anormalidades celulares ou da detecgdo de certas proteinas do hospedeiro. Em
uma pesquisa foram identificados microRNAs especificos do hospedeiro que sao alterados pela
infeccdo por HPV16 ou HPV18 em um ambiente laboratorial. Eles determinaram que as
oncoproteinas virais E6 ¢ E7 causam um aumento nos niveis de miR-16, miR-25, miR-92a e
miR-378, e uma diminui¢ao nos niveis de miR-22, miR-27a, miR-29a e miR-100.

Uma descoberta importante foi que comparar o grupo miR-25/92a ¢ o grupo miR-
22/29a pode efetivamente distinguir o colo do utero normal de lesdes pré-cancerosas e cancer
cervical 2. Em razdo disso, o estudo propde a predi¢io dos miRNA de maior probabilidade para
o gene APC, juntamente com o segmento mRNA do gene ao qual interage e o respectivo
docking molecular com Argonauta-2.

2. Material e Métodos

Utilizando a plataforma mirDB (https://mirdb.org/) inseriu-se o nome do gene, APC,
Polipose Adenomatosa do Colo, envolvido na severidade do cancer colorretal e a ferramenta
indicou os miRNA de maior probabilidade e o respectivo segmento mRNA do gene escolhido.
Os miRNAs escolhidos para analises estdo representados na Tabela 1, e a metodologia descrita
na Figura 1.

Tabela 1. Tabela 1. Predicdo dos miRNA de maior probabilidade para o gene APC, juntamente
com o segmento mRNA do gene ao qual interage.

miRNA Sequéncia miRNA Sequéncia mRNA

hsa-miR-3120-3p CACAGCAAGUGUAGAC | UUGCUGU
AGGCA

hsa-miR-561-3p CAAAGUUUAAGAUCCU | AAACUUUA
UGAAGU

hsa-miR-6853-3p UGUUCAUUGGAACCCU | AAUGAACA
GCGCAG

hsa-miR-5696 CUCAUUUAAGUAGUCU | AAAUGAA
GAUGCC

hsa-miR-6504-3p CAUUACAGCACAGCCA | UGUAAUA
UuCu

Apos, foi realizada a predigao estrutural do miRNA e do respectivo segmento mRNA
do gene APC na plataforma AlphaFold Server (https://alphafoldserver.com/) * que emprega
deep-learning para predizer a estrutura tridimensional seja de proteinas ou acidos nucleicos.
Para isso, inseriu-se a sequéncia de nucleotideos informada pela ferramenta mirDB, onde fez-
se a predicao individual para o miRNA e para o respectivo mRNA ao qual se liga.
Posteriormente, realizou-se o docking molecular usando o algoritmo PIPER® integrado ao
software Schrodinger Maestro 2022-2, onde foram retornadas 30 conformagdes. Depois, fez-se
um novo docking com a proteina Argonauta-2 responsavel por guiar a modulagdo génica, que
foi obtida por cristalografia de Raios-X de codigo 4W50 ©. Em seguida, prosseguiu-se para
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uma decomposic¢do de energia MM-GBSA para escolha da conformacao mais energeticamente
favoravel em termo de afinidade de interagdo (kcal/mol).

Para aprofundar a andlise de estabilidade estrutural do complexos miRNA-mRNA-
Argonauta 2 realizou-se simulagdes de dindmica molecular durante 200 ns usando o algoritmo
Desmond integrado ao software Schrodinger Maestro 2021-2 em sua versao para Linux Ubuntu
24.10 usando a acelera¢ao de um GPU de modelo Nvidia RTX 3050 de 8 Gb com 2560 CUDA
cores.

Predicao estrutural dos segmentos
miRNA e mRNA usando inteligéncia
artificial por meio do AlphaFold3

mi' DB
Predicao de miRNA ~

para o gene APC

A proteina Argonauta-2 foi obtida no
Protein Data Bank (PDB ID: 4W50)

: it o i
Obtencao dos resultados de maior
probabilidade de miRNA para o gene APC

Realizacao do docking molecular entre
miRNA-mRNA-Argonauta-2 no
software Schrodinger Maestro 2021-2

Figura 1. Diagrama da metodologia empregada para predi¢do de miRNA do gene APC e o
respectivo docking molecular com Argonauta-2.

3. Resultados e Discussao

Na Figura 2-4 observa-se o complexo miRNA-Argonauta-2 onde a energia de interacdo
foi de -75.14 kcal/mol, o que do ponto de vista fisico-quimico ¢ extremamente favoravel a
interacdo. A sua interagdo ocorre principalmente com os aminoacidos K726 e K550 por
interacoes do tipo pi-cation, bem como K709, K355, R366 e Y804 por ligagdes de ponte salina.

O miR-3120 liga-se a0 mRNA do gene APC, levando a sua possivel degradacdo ou
repressdo, o que resulta em menos proteina APC funcional na célula. Se o miR-3120 silencia
um gene supressor de tumor como o APC, ele atua como um OncomiR (um microRNA
oncogénico). Achados semelhantes ja foram reportados na literatura, porém voltados para
cancer do endométrio e sindrome do ovario policistico (SOP) ’.

Deste modo, se 0 miR-3120 estiver superexpresso numa célula e silenciar o gene APC,
podemos esperar uma cascata de eventos com sérios impactos, tais como ativacao Constitutiva
da Via Wnt/B-catenina, sendo o impacto mais direto e perigoso. Isto porque sem a proteina APC
para degradar a B-catenina, esta via de sinalizacdo fica permanentemente ativa. A célula recebe
um sinal continuo para crescer e dividir-se, independentemente dos controles externos 5.

Além disso, a ativagdo da via Wnt € um passo critico para a formacdo de adenomas
(polipos pré-cancerosos) no colon. Portanto, niveis elevados de miR-3120 poderiam ndo so
iniciar o processo tumoral, mas também acelerar a sua progressao para um carcinoma invasivo.
O aumento da instabilidade genomica, ja que além de regular a B-catenina, a proteina APC
também desempenha um papel na manutengdo da estabilidade dos cromossomos durante a
divisdo celular. A sua auséncia pode levar a erros na segregacao cromossdmica, gerando células
com um numero anormal de cromossomos (aneuploidia), uma caracteristica marcante do cancer
colorretal ®.



Figura 2. Complexo de energia mais favoravel obtido por docking entre o miRNA
mir 3120 3p 2 e a proteina Argonauta-2 (PDB ID: 4W50).

Figura 3. Visualizagdo em superficie do complexo de energia mais favoravel obtido por
docking entre 0 miRNA mir 3120 3p 2 e a proteina Argonauta-2 (PDB ID: 4W50).
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Figura 4. Interacdes quimicas formadas proteina-RNA descritas pela ferramenta Icn3D
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/). Destacam-se em vermelho as ligagdes do tipo
pi-cétion, em azul as ligagdes i0nicas por ponte salina, em cinza os contatos hidrofobicos.

4. Conclusdes preliminares

O microRNA mir-3120 foi o que apresentou o resultado de afinidade mais expressivo
dentre os analisados por docking molecular neste trabalho. Os resultados sugerem que este
microRNA pode atuar como um potente oncomiR, isto €, ao silenciar o supressor de tumor
APC, o miR-3120 tem o potencial de desencadear a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina, um
evento central na oncogénese colorretal. O proximo passo crucial serd a validagdo experimental
em modelos celulares e animais. Se confirmada, esta interagdo ndo sé aprofunda o nosso
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entendimento sobre a biologia deste tipo de cancer, mas também posiciona o0 miR-3120 como
um potencial biomarcador e um alvo terapéutico inovador para o tratamento do cancer
colorretal.

Palavras-Chave: Cancer colorretal, miRNA, epigenética, predi¢do estrutural, inteligéncia
artificial.
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