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RESUMO

Os RNAs néo codificantes de cadeia longa (INcRNA) de fazem parte de um conjunto de
mecanismos epigenéticos que vém demonstrando relevancia para compreender lacunas em
diferentes areas da saude, como a fisiopatologia. Sendo de dificil compreensdo as origens da
Diabetes Mellitus Tipo 1, estudos reportaram que INCRNAs poderiam ter relacdo com sua
patogénese. Portanto, este trabalho teve por objetivo realizar uma revisdo integrativa sobre
quais os tipos de INcRNAs impactam no desenvolvimento de DM1 e de que forma. Foi realizada
uma busca na base de dados Web of Science, com os descritores (“long noncoding” AND
diabetes). Tal busca retornou 540 resultados, sendo selecionados para andlise e discussédo no
trabalho, 8 artigos, os quais levantam evidéncias sobre o tema de interesse. De acordo com 0s
resultados, pode-se inferir que existem INCRNAs relacionados a diferentes mecanismos
epigenéticos, como modificacdo de histonas ou modulagéo proteica, e que tais mecanismos
podem ter impactos nas origens de DM1, sendo capazes de influenciar em funcées bioldgicas
(diferenciacdo celular de células-p, desenvolvimento embrionario do pancreas, regulagdo de
vias metabolicas do sistema imunoldgico), ou ainda tendo uma correlacdo de expressao com
genes e fatores de transcrigdo descritos na literatura como essenciais durante a patogénese de
DM1.

Palavras-chave: IncRNA, Diabetes Mellitus Tipo 1, mecanismos epigenéticos, patogénese.



ABSTRACT

The long noncoding RNA (IncRNA) belongs to a set of epigenetic mechanisms that have been
demonstrating relevance to comprehend gaps in different health areas, like physiopathology.
Being hard to understand the origins of Diabetes Mellitus Type 1, studies have reported that
IncRNA could have some relation with its pathogenesis. Therefore, this work aimed to do an
integrative review about the types of INcRNA impact on the development of DM1 and how. A
research was carried out in the database Web of Science, with the string (“long non coding
RNA” AND diabetes). The research returned 540 results, being selected for analysis and
discussion in the study, 8 articles, which raised evidences about the topic of interest. According
to the results, it was possible to infer that the IncCRNAs relates to different epigenetic
mechanisms, like histone modification or protein modulation, and that mechanisms could
impact on DM1 origins, being able to influence biological functions (B-cell differentiation,
embryonic development of the pancreas, regulation of metabolic pathways of the immune
system), or yet, having an expression correlation with genes or transcription factors described
in literature like essentials during the DM1 pathogenesis.

Keywords: InNcRNA, Diabetes Mellitus Tipo 1, epigenetic mechanisms, pathogenesis.
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1. INTRODUCAO

O termo epigenética teve diferentes entendimentos e, apesar de variarem as suas defini¢cdes, hé o consenso de que a area trata do estudo de
mudancas herdaveis de fenotipos, que independem de alteragdes nas sequéncias de DNA (Deoxyribonucleic acid) (GRIFFITHS et al., 2016).
Existem dois principais mecanismos moleculares epigenéticos: metilagdo de DNA e alteragdes estruturais na cromatina, esses divididos em
acetilacdo ou metilagdo de histonas. Estudos recentes (CHEN et al., 2018; MOWEL et al., 2018; JARROUX, MORILLON e PINSKAYA, 2017;
TOLLEFSBOL, 2017) reportam mecanismos que se mostram influentes em alteragdes fenotipicas por outras vias que nao tratem de alteragdes
sequenciais, mas de mudangas na estrutura da cromatina, especificamente nas histonas, por influéncia de RNAs (Ribonucleic acid) nao codificantes.

Mecanismos epigenéticos podem influenciar no desenvolvimento de doencas humanas, como o cancer, doencas autoimunes, transtornos
cerebrais e depressao (TOLLEFSBOL, 2017). Na area da genética, visando entender sobre doengas com pré-disposicao genética, investigou-se
gémeos para identificar as diferencas entre os irmaos em casos de, por exemplo, um ter uma doenga autoimune e o outro ndo. O estudo mostrou
que a taxa de concordancia para doengas autoimunes varia de 12% a 67,7%, ou seja, o fato de gémeos monozigdticos terem o mesmo genotipo,
ndo significa que se um expressa alguma doenca com predisposi¢do genética, o outro também deve expressar, o que pode inferir que fatores
externos exercem influéncia no desenvolvimento dessas enfermidades (DANG, BUZZETTI e POZZILLI, 2013).

Uma das doengas em evidéncia nesse contexto ¢ a Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1), cujos mecanismos de causas sdo ainda objetos de
pesquisa na busca por elucidagdo em pesquisas em satde (RUI et al., 2016). Desta forma, mecanismos epigenéticos foram associados com o
desenvolvimento de DM1, principalmente relacionados a regido do antigeno leucocitario humano, cujo esta associado a expressao de alguns tipos
de IncRNA (DANG, BUZZETTI ¢ POZZILLI, 2013).

A DM1 ¢ a forma mais comum de ocorréncia em criangas e adolescentes. De acordo com levantamentos de dados realizados pela Federacao
Internacional de Diabetes, a populagao mundial na faixa etdria abaixo dos 20 anos ¢ de 2,61 bilhdes, destes, cerca de 1,2 milhdo sdao casos
diagnosticados com DM1, com uma estimativa de 149.500 casos por ano. Proje¢des indicam que em 2045 pode haver um crescimento de
aproximadamente 8 milhdes de pessoas com diabetes no Brasil, portanto, em 2021, 31,9% de subnotificagdes foram reportadas, ou seja, 5 milhdes

de pessoas nao sabiam que tinham o diagndstico de diabetes, sendo fundamental o diagnostico o quanto antes de individuos acometidos pela doenca



para que se possa evitar as complicagdes, assim como minimizar os gastos com saude (IDF, 2021). Portanto, ¢ de interesse da comunidade cientifica
envolvida no tema, a busca por técnicas de diagnosticos e tratamentos, dado que as alteracdes epigenéticas sdo possivelmente reversiveis (ZULLO
etal.,2017).

Um dos mecanismos epigenéticos sendo apontado como destaque, ¢ a acdo de RNAs nao codificantes ou funcionais (ZULLO et al., 2017).
Existem duas classes gerais dos RNAs, codificantes, que sdo responsaveis por codificar proteinas dentro dos organismos vivos, € os funcionais,
sendo fatores fundamentais em processos de regulagdo da expressao génica, ndo servindo como intermedidrios a serem traduzidos no metabolismo
de proteinas. Dentre os RNAs funcionais, pode-se citar alguns tipos: pequenos RNA nucleares (snRNA), microRNA (miRNA), pequenos RNA de
interferéncia (siRNA), RNA de interacao piwi e RNA ndo codificantes longos (IncRNA) (GRIFFITHS et al., 2016).

Estudos reportam associagdo de mecanismos epigenéticos com o desenvolvimento de DM1, a exemplo da metilagdo da molécula de DNA
em genes especificos, sendo esse mecanismo o mais estudado pela sua relagdo com outras doengas, € por ser o primeiro a ser identificado na
literatura. Com o avango da tecnologia, foi possivel tracar novas formas de interagdo de novos mecanismos, como os que envolvem os RNAs nao
codificantes, dando destaque aos IncRNAs (GOMEZ-LOPERA et al., 2020; MIRZA, KAUR e POCIOT, 2017, MOTTERLE et al., 2015). Ao
investigar esses processos € mecanismos epigenéticos citados, ¢ possivel que novas abordagens clinicas surjam, levantando evidéncias que sejam

refor¢adas nas linhas de pesquisas de diagnosticos e tratamentos de DM, para que o entendimento sobre as causas da doencga seja elucidado.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. EPIGENETICA

O conceito de dogma central da biologia molecular, comumente abordado em livros didaticos e ensinado desde o ensino basico, introduzido
por Francis Crick em 1958, determina um mecanismo global de informacao genética em etapas, de forma sintetizada: DNA, que se replica e/ou
passa pela transcrigdo, formando RNAs que serdo traduzidos em proteinas (GRIFFITHS et al., 2016), o que leva a compreender que uma molécula
de RNA teria estritamente a fun¢do de ser traduzida. No inicio da década de 40, o termo epigenotype, foi proposto por Conrad Waddington (1942),
sinalizando mecanismos complexos de desenvolvimento entre o gen6tipo e o fendtipo.

Posteriormente, Nanney (1958) identifica que haveria um sistema a ser explorado que influenciaria no controle fenotipico além dos
conhecidos mecanismos “puramente genéticos”, baseados nas sequéncias de DNA, como diferenciacao celular a partir da exposi¢ao e crescimento
em ambientes quimicamente diferentes. Outro autor que colaborou para o avango da epigenética foi Kammerer, julgado por ser um aspirante as
teorias Lamarckistas. Vargas (2009) resgata os trabalhos de Kammerer que poderiam ser explicados pela epigenética, sendo o mais polémico feito
com sapos parteiros, cujos desenvolveram caracteristicas fisicas que nao fariam parte da espécie apds serem expostos a um ambiente diferente de
seus habitats naturais por geragoes.

Durante os anos de 1944 e 1945, houve um periodo historico conhecido como Fome Holandesa, dado nome devido a restricao alimentar da
populacdo por consequéncias da 2* Guerra Mundial. Estudos foram acompanhando os adultos que nasceram nesse periodo especifico, e identificou-
se que os individuos expostos a fome materna em estagios iniciais de gravidez nasceram mais pesados e maiores que os ndo expostos, além disso,
quando adultos, apresentaram indices trés vezes maiores de doengas cardiovasculares e obesidade (PAINTER, ROSEBOOM e BLEKER, 2005).
Heijmans e colaboradores (2008) demostraram marcadores epigenéticos nessa populacao, neste caso, identificaram menor metilagdo de DNA nos
individuos expostos a subnutricdo do que os ndo expostos.

Existe um consenso quanto ao conceito de epigenética, tratando-se de “alteragdes fenotipicas que surgem sem que o DNA sofra alteracao
em suas sequéncias, podendo ser herdadas por meio de mitose e, aparentemente, por meiose” (TOLLEFSBOL, 2017, p.). Além disso, esses

processos epigenéticos, diferentemente de mutagdes nas bases nitrogenadas, sdo potencialmente reversiveis, se tratando de mecanismos
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bioquimicos que podem ocorrer tanto nos nucleotideos quanto em outras regides da cromatina, ou ainda, no nucleo, citoplasma ou fora da célula
(SALVIANO-SILVA et al., 2018). Tendo em vista que o0 DNA, para ser acessado e lido pelas enzimas responsaveis por realizar sua transcrigao,
necessite estar em estado de heterocromatina (menos compactado) e, assim, um gene poder ser expresso (GRIFFITHS et al., 2016). Identificou-se
que esses acessos @ molécula de DNA podem ser regulados de diferentes formas, por fatores que nao sdo ditados pelo genoma, e sim pelo

epigenoma, cujo representa as transformagdes bioquimicas chamadas de marcas epigenéticas (RIVAS, TEIXEIRA e KREPISCHI, 2019).

2.2. REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA E EPIGENETICA

Estudos de fendmenos epigenéticos surgem em diferentes areas de forma répida e dinamica, desde subéreas da saude (TOLLEFSBOL,
2017), a desenvolvimento de tecnologias biotecnoldgicas (POCAS-FONSECA, CABRAL e MANFRAO-NETTO, 2020) ou andlise de
comportamento animal (SHIMAJI, TOMIDA e YAMAGUCH]I, 2019). Para que se entenda quais s3o e como funcionam os principais mecanismos
epigenéticos, € necessario revisar como a molécula de DNA se apresenta na célula, assim como explorar o processo de acesso a fita pelos fatores
de transcri¢do. Dentro do nticleo de cada célula, encontra-se cerca de dois metros de DNA compactado e associado a proteinas chamadas histonas,
responsaveis pela a¢do de compactacdo, formando a cromatina. Existem subunidades minimas de compactacdo da molécula, denominadas
nucleossomos, formados por quatro pares de histonas envolvidas pela fita de DNA. As histonas organizam a longa molécula de DNA em regides
de diferentes niveis de compactacdo, sendo as regides de maior compactacdo denominadas de eucromatina, e as de menor compactagao,
denominadas de heterocromatina. Cada regido permite o silenciamento ou a expressdo de um ou mais genes, respectivamente (GRIFFTHS et al.,
2016).

Um gene para ser lido e traduzido, ou seja, expresso, necessita que o DNA esteja minimamente descompactado para se tornar acessivel as
proteinas chamadas fatores de transcri¢do, permitindo a sintetizagdo de RNA. Desta forma, a cromatina de eucariotos ¢ dindmica, ou seja, pode ser
alterada a todo instante em diferentes regides simultaneamente, favorecendo ou impossibilitando a leitura do DNA para transcri¢do. Existem trés

possibilidades de alteracdo da cromatina, sendo: remodelagem (modificagdo da posi¢cdo dos nucleossomos), modificacdo das histonas (adi¢do de
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grupos acetil e metil) ou substitui¢do destas por variantes de histonas, assim como metilagdo da propria molécula de DNA, sendo os mecanismos
mais explorados e estudados nos estudos sobre epigenética (GRIFFTHS et al., 2016).

Existem, ao longo da molécula de DNA, regides, ou sequéncias especificas, denominadas promotores, responsaveis por sinalizar o inicio
da atividade da enzima RNA polimerase e os fatores de transcricdo necessarios em células eucariontes. As formas de regulacao génica podem
ocorrer em diferentes etapas: 1) iniciagdo da transcricdo de RNA (sequéncia promotora a ser lida), ii) modificagdes pds transcricionais (como
splicing), ii1) aumento ou diminuic¢do da estabilidade do RNA (adi¢do de cauda poli-A), iv) forma que uma proteina serd sintetizada (tradugao),
modificada, para onde serd direcionada ou ainda, v) como serd feita a degradagdo daquela proteina. Em eucariotos, os promotores ndo sao facilmente
acessiveis devido ao estado natural inativo do DNA, portanto, na maioria dos casos ¢ necessario que diferentes proteinas participem dos processos
de sinalizagdes para que possa haver ligacdo e acdo da RNA polimerase a molécula (NELSON e COX, 2014).

Pode-se perceber que os RNAs sdo os principais responsaveis pela regulacao génica, participando como entregadores da mensagem e como
atores principais da sintese proteica. Proteinas regulam, sinalizam, constroem, podem ser coadjuvantes e participam antes, durante e apos todas as
vias metabolicas como catalisadoras (enzimas). Logo, qualquer mecanismo que envolva sintese, modificagdo ou destrui¢do dessa classe de
macromolécula pode afetar como os genes sdo expressos ou represados (NELSON e COX, 2014).

Evidenciaram-se equivocos nas ultimas décadas em relagcdo ao funcionamento dos RNAs, cujos eram entendidos apenas como precursores
de proteinas como antes mencionado. Por um tempo se soube da existéncia de outros tipos de RNA, denominados de “RNA lixo”, até que ao final
dos anos 90 até 2003, quando iniciado o projeto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements), percebeu-se que o0 RNA lixo teria papel fundamental
que nao o de codificar proteinas, denominados de ndo codificantes (ncRNA). Atualmente, estudos apontam que apenas 1-2% do genoma transcrito

serve para codificar proteinas (CHHABRA, 2017).

2.3. RNAS NAO CODIFICANTES DE CADEIA LONGA
Dentre os ncRNAs, existem 2 grandes classes, os de cadeia curta (< 200 nucleotideos) e os de cadeia longa (> 200 nucleotideos), tendo

cada um diferentes subclasses. Em meio aos RNAs de cadeia longa (IncRNA — long non-codig RNA), classificacdes respeitando diferentes critérios
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foram definidas. Comumente utilizado pela plataforma GENCODE e por instituigdes da area que trabalham com a identificagdo de novos IncRNAs,
o critério de localizagdo em relagdao ao gene codificador de proteina traz as seguintes classes de IncRNA: intergénicos e intragénicos, sendo que
dentre os intragénicos podem haver subclasses, identificados como antisenso, bidirecional, intronico e de sentido sobreposto, a depender da posi¢ao
ou diregao de transcrigdo (JARROUX, MORILLON E PINSKAYA, 2017).

Até o ano de 2007, tinha-se como incerta a importancia biologica de IncRNAs, devido a falta de conservagao das sequéncias de nucleotideos
ao longo da evolugdo das espécies em que se estudava as novas moléculas, mas, era intrigante a ideia do surgimento de novas subclasses de ncRNAs
em diferentes espécies por processos de evolugdo adaptativa. Ou seja, essas moléculas tinham possiveis funcdes, até entdo pouco exploradas por
falta de tecnologia ou mesmo por ser uma novidade na area da genética e biologia molecular, e se iniciavam discussdes sobre seus papéis por
observarem, por exemplo, que as regides de cromatina perto de onde eram transcritos se tornavam mais abertas a medida que eram mais expressos

(PONJAVIC; PONTING; LUNTER, 2007).

2.3.1. Possiveis funcionalidades de Incrna

As primeiras impressoes de funcionalidade de IncRNA eram obscuras, pois foram entendidos como um mal funcionamento da atividade de
RNA polimerase II, responsavel pela sintetizacdo de IncRNA (STRUHL. 2007). No entanto, estudos mostraram que a expressao desta classe de
RNA se evidenciava principalmente em fases de desenvolvimento inicial como citado anteriormente, assim como padrdes de atividade de
conservagdo de regides codificadoras de proteinas (MERCER, DINGER e MATTICK, 2009). Em 1989 identificaram o primeiro IncRNA, H19,
que pdde ser melhor estudando com a descoberta de outro IncRNA, o Xist (X-inactive-specific transcript), cujo mecanismo denominado
compensag¢ao de dose diz respeito ao silenciamento de um cromossomo inteiro, o cromossomo X em mamiferos fémeas. Com a producao de Xist
na fase de diferenciacao de cé€lulas tronco embriondrias, observou-se uma reorganizacao da cromatina por meio da sinalizag¢do para acao de fatores
de transcri¢do, de forma a silenciar os genes alvos (JARROUX, MORILLON e PINSKAYA, 2017).

A literatura aponta como uma das influéncias da expressdo de IncRNAs, modificagdes da cromatina através de metilagdo e acetilacdao de

histonas, através da sinalizagdo para acdo de enzimas responsaveis por tais mecanismos. Ao alterar quimicamente residuos de aminoacidos das
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histonas, os IncRNAs podem permitir que genes sejam ativados ou desativados em diferentes niveis (CHHABRA, 2017). H4 ainda mecanismos de
regulacdo transcricionais, como a promocao da liga¢do de proteinas fundamentais para o funcionamento da maquinaria de transcri¢do ou atuando
como cofatores que modulam atividade de fatores de transcri¢cdo, assim como atividades pos-transcricionais, podendo reconhecer sequéncias que
vao auxiliar, por exemplo, na edigdo, transporte, traducao ou splicing de mRNAs (MERCER, DINGER e MATTICK, 2009).

Uma revisao realizada por Salviano-Silva e colaboradores (2018), trouxe um compilado de estudos ao longo da ultima década, destacando
o envolvimento de IncRNAs na homeostase de diferentes tecidos e células. Ao todo, encontraram treze possiveis mecanismos de agdo de IncRNA,
podendo ser componente do corpusculo de Barr (Xis?), potencializadores (enhancers), captadores de proteinas reguladoras, sinalizadores, suporte
(scaffold), moduladores de splicing, guias, reguladores de enzimas (melhorando atividade catalitica), esponjas de miRNA, formadores de blocos
com proteinas alvo (podendo alterar a funcionalidade), secre¢do extracelular e precursores de pequenos RNAs (sSRNA). A imagem abaixo ilustra
as possibilidades de envolvimento dos IncRNAs, assim como suas nomenclaturas a depender da regido onde se encontram no genoma ¢ a posicao
em relagdo aos genes codificantes ou éxons dos genes. Por terem grande quantidade de funcdes, os IncRNAs se demonstram relevantes para
inameros fendmenos biologicos, podendo contribuir com o entendimento de mecanismos ndo elucidados, como os meios de origem de doencas

ainda elusivos na literatura (SALVIANO-SILVA et al., 2018).



15

A B
Intergenic | -
/ b9. miRNA sponge
Intronic NAT L (ceRNA)
Antisense
L IncRNA

Intronic  Exonic

Overlapped

b10. Targeting
proteins

Bidirectional | N\ bl.

\
t
/ X Barr body | y |
l :‘ & i J
{ v 4,
5 } Alteration of activity 4
and localization ’{/

bll.
Targeting
mRNAs

b8. j e
Splicing modulation ‘
b6. Scaffold / a2
b4. Signal /
/i
Increasing // b12.
'y
/,

catalytic activity
/ Extracellular

b7. Enzyme secretion

regulator /"
/ s
7 bs. —_ -\
/ Small RNA precursor ~ ;

A
et

""" ~._ b5. Guide
v

N

Figura 1 - Localizacdo e funges de LNCRNAS.
Fonte: SALVIANO-SILVA et al. (2018).

Mowel et al. (2018) realizaram outro estudo de revisdo, analisando diferentes IncRNAs que foram identificados e apontados como
reguladores de inflama¢do em resposta imune inata do organismo, apresentando vantagens como de tempo de resposta, por serem capazes de

ativarem genes fundamentais para o processo sem a necessidade de sintese de novas proteinas. Apontaram ainda evidéncias que mostram relacao



16

de IncRNAs com o sistema imune adaptativo, como na ativagao de células T e controle de mecanismos envolvendo linfécitos B e niveis de citocina

durante as respostas inflamatorias.

2.4. DIABETES MELLITUS TIPO 1 E SUA PATOGENESE

Doengas autoimunes ocorrem quando o sistema imunologico do organismo reconhece células ou moléculas proprias como corpos estranhos,
ativando células de defesa para que sejam eliminados. A autoimunidade ¢ um mecanismo geneticamente programado, podendo existir, por vezes,
muitos genes envolvidos no desenvolvimento de alguma doenca especifica, como a DM1, cuja susceptibilidade estd associada a mais de 40 /oci
génicos, localizados no Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC - Major Histocompatibility Complex), que no caso dos humanos ¢
denominado Antigeno Leucocitario Humano (HLA — Human Leukocyte Antigen). O HLA demonstra forte ligagdo com o desenvolvimento de
doengas autoimunes pelo fato ser fundamental para atividade das células T (DELVES, 2018) .

Por ser altamente complexo e dinamico, elucidar de quais formas o HLA contribui para o desenvolvimento de DM1 ¢ desafiador. Além
disso, esse conjunto de genes € o mais polimorfico entre os mamiferos, sendo descobertos cada vez mais alelos para cada gene presente no HLA
(DELVES, 2018). Desde o ano de 1987 até 2019, mais de 30000 alelos foram descritos na literatura e registrados nas bases de dados de
bioinformatica, incluindo genes de classe I (codificam moléculas de histocompatibilidade HLA-A, B e C) e II (codificam moléculas HLA-DR, DQ
e DP) (MARSH et al., 2010).

A DM, por ser uma doenca autoimune, faz com que linfocitos T destruam as cé€lulas B do pancreas, localizadas nas ilhotas de Langerhans,
responsaveis pela secrecao de insulina, causando desequilibrio dos niveis de glicose no sangue (STEFAN et al., 2014). Desde a década de 70,
estudos investigam moléculas codificadas pelo HLA que demonstrem ter relagdo com a susceptibilidade a DM 1. Moléculas codificadas pelos genes
DQ e DP (classe II), por exemplo demonstraram relevante associa¢ao ao desenvolvimento ou resisténcia a doenca (DELVES, 2018; FERNANDES,
2003). Porém, para além das bases genéticas, had interesse da comunidade académica em investigar também mecanismos epigenéticos que
influenciem nessa relagdo HLA-DM1, ou apenas na patogénese de DM1 de forma isolada, pois sabe-se que ha fatores genéticos, ambientais e

endogenos envolvidos no desenvolvimento da autoimunidade patologica. Estudos de associacao gendmica ampla, ou andlises de ocorréncia de
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doengas genéticas em gémeos (nivel de concordancia) levantaram suspeita para outros mecanismos externos que poderiam influenciar tanto em
susceptibilidade quanto em desenvolvimento de doengas, formulando hipoteses de que mecanismos epigenéticos teriam atuagao relevante em tais

processos (KLEIN et al., 2017).

2.5. MECANISMOS EPIGENETICOS E O DESENVOLVIMENTO DE DIABETES MELLITUS TIPO 1

DMI ¢ caracterizada fisiologicamente por um desequilibrio imunologico causado pela alta expressdo de células T CD4+ e CD8+, linfocitos
B produtores de autoanticorpos, ocorrendo ativagdo do sistema imunoldgico inato e assim colaborando para a destruicdo das células  produtoras
de insulina. Células T autorreativas tém demonstrado papel fundamental na iniciagdo e progresso da doenga, mas além desses mecanismos
envolvendo moléculas do sistema imune, e da predisposi¢ao genética associada ao HLA, ha fatores externos sendo explorados quee colaboram
para uma explicacdo de que o desencadeamento de DM1 seja multifatorial (BLUESTONE, HEROLD e EISENBARTH, 2010). As primeiras
observagdes de mecanismos epigenéticos em individuos com DM1 foram de metilagdo de genes especificos codificadores de insulina, ou ainda,
estudos com gémeos homozigdticos identificaram niveis de metilagdo global em sitios CpG (regides promotoras) maior em diabéticos do que em
nao diabéticos (KLEIN et al., 2017).

A hipotese de que IncRNAs poderiam colaborar nas fases iniciais de desenvolvimento de DM1 foi levantada e confirmada por Motterle et
al. (2015), em um estudo com ratos ndo obesos e diabéticos, em que identificaram aumento na expressdo de quatro tipos de IncRNA durante
processos de insulite (inflamagdo das ilhotas de Langerhans), além de perceberem que sao modulados por citocinas pro-inflamatodrias e isso
influenciou no aumento de apoptose de células . Logo, um dos possiveis envolvimentos de IncRNA durante as fases iniciais de DM1 esta na
disfuncdo de células B, mediada por citocinas. H4 ainda indicios de que IncRNAs podem regular genes que estdo associados a potenciadores que
podem agir em conjunto com fatores de transcri¢do e, assim, regulam outros conjuntos de genes que codificam moléculas do HLA (KLAK et al.,
2020).

Por ser possivelmente consequéncia de erros de desenvolvimento embrionario do pancreas, além das reacdes de autoimunidade, ¢ de suma

importancia identificar e entender processos e vias relacionadas a diferenciacdo celular durante a formagao do 6rgdo. Genes como o Pdx/
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(pancreatic duodenal homeobox 1), principal modulador do desenvolvimento pancreatico € o Nkx2.2, tém sido explorados por terem papel
fundamental na diferenciacgdo de células-B. Ha, por exemplo, uma diferenca de proporgdes entre células as diferentes células enddcrinas nas fases
iniciais e finais de desenvolvimento, havendo um predominio de secretoras de glucagon (células-a)) no inicio e, ao longo do desenvolvimento, o
predominio se torna das secretoras de insulina (células-B) (OGIAS, ORIA e BEVILACQUA, 2016). Portanto, identificar mecanismos circundantes
aos processos de desenvolvimento embrionario podem trazer elucidacdes sobre a fisiopatologia de DM1. Diante do exposto, o objetivo geral deste
trabalho ¢ investigar quais os tipos de IncRNA impactam no desenvolvimento de DM1. J4 os objetivos especificos sdo 1) investigar quais
mecanismos epigenéticos podem estar associados a expressao de IncRNA e ii) investigar como os IncRNAs e seus possiveis mecanismos estdo

relacionados aos fendmenos da fisiopatologia de DM1.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ESTRATEGIA DE BUSCA
A base de dados escolhida para a busca de dados foi a Web of Science (WoS) Colecao Principal (Clarivate Analytics). As palavras-chave
escolhidas foram long noncoding RNA e diabetes, organizadas como na string: (“long noncoding RNA” AND diabetes), realizando a busca em
“todos os campos”. Os filtros aplicados foram: 1) tipo de documento, deixando apenas artigos; ii) apenas lingua inglesa; iii) tempo delimitado entre

os anos 2010 e 2022. Posteriormente, utilizou-se o recurso da base para exportagdo de “registro completo” dos documentos para analise.

3.2. ANALISE DE DADOS
Este trabalho trata de uma pesquisa quanti-qualitativa, a fim de realizar uma revisao integrativa, o que permite realizar analises numéricas,
assim como questdes complexas que estdo em processo de elucidagdo, em concomitancia com a possibilidade de flexibilizacdo de alteragdes
metodologicas e analiticas durante a elaboragdo da pesquisa (SAMPIERI, COLLADO e LUCIO, 2013). A referéncia para analise de resultados foi
o protocolo PRISMA (PAGE et al., 2021), flexibilizando seus critérios, pela revisdo se tratar do tipo integrativa.
Foram adotados os seguintes passos para triagem e selecdo dos artigos no trabalho: 1) leitura de titulos e resumo, identificando quais
trabalhos tratavam sobre IncRNA ou diabetes tipo [; ii) leitura completa, para avaliar se o conteudo dos trabalhos abordava concomitantemente

IncRNA e diabetes tipo I, ou ainda, processos fisiopatoldgicos da doenga.



20

3.3. ANALISE DE CIENCIOMETRIA
Foi utilizado o software VosViewer® para gerar graficos com a finalidade de explorar dados cienciométricos (MACIAS-CHAPULA, 1998),
a partir dos registros extraidos da base WoS e para as demais analises utilizamos o software R (R CORE TEAM, 2020)

4. RESULTADOS

Inicialmente, hé a apresentacdo de uma andlise cenciométrica, a fim de observar a evolucao do tema ao longo dos anos (2012-2022) e as
palavras-chave utilizadas com maior frequéncia e associadas as principais (“long noncoding RNA”" AND diabetes), para que se possa compreender
de que forma evolui a comunicagdo e a pesquisa do tema (MACIAS-CHAPULA, 1998). Em seguida, uma construcdo de interrelagdo entre os
resultados encontrados para levantamento de evidéncias e contrapontos acerca do tema trabalhado, enfatizando as areas de maior impacto dos
estudos selecionados (MARIANO e ROCHA, 2017).

A pesquisa na base de dados Web of Science, recuperou 540 artigos, destes, 47 foram lidos seus titulos e resumos, ao final, 7 artigos foram
selecionados para analise completa para serem discutidos no trabalho (Figura 2). Realizou-se a leitura dos titulos para identificar se os estudos
abordavam o assunto de interesse, IncRNA e DM1. O proximo passo foi analisar cada estudo a partir da leitura de seus resumos, a fim de encontrar
relagdes entre IncRNA e DM1, ou ainda, com mecanismos que podem ter relagdo com a fisiopatologia de DM1, sendo sobre diferenciagao celular

do pancreas/células-f, ou sobre funcao celular destas.
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540 artigos encontrados

na Web of Science

Artigos excluidos:
* Nio abordavam lncRNA
* Nio falavam DM
» Abordavam apenas um dos assuntos de forma isolada

Artigos para leitura de

titulos e resumo (n=47)

Artigos excluidos:
» Artigos de revisio
» Artigos que ndo relacionassem IncRNA & DM

8 artigos para andlise Estudos que ndo abordassem o desenvolvimento da

v

doenga, ou processos associados a esse
completa no trabalho i oup ‘
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Figura 2 - Diagrama de fluxo PRISMA 2020, com modifica¢Bes, como estratégia de busca e sele¢do dos artigos para compor a revisao.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

O ntimero de artigos cientificos recuperados com a busca aumentou a partir de 2013 até 2019, havendo uma reducao a partir de 2020. No
entanto, vale ressaltar que aqueles que abordaram a associacao de “long noncoding RNA’ AND diabetes”, ou seja, sobre IncRNAs que poderiam

ter impacto direto no desenvolvimento de DM1 foram poucos, concentrando-se nos anos de 2020 e 2021 (Figura 3).
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Figura 3 — Gréfico referente aos anos de publicacdo do tema de interesse. Os pontos em azul representam os artigos que abordavam apenas INCRNA, ou apenas Diabetes (I e
I1), assim como os dois assuntos concomitantemente, ndo necessariamente buscando correlacdo entre os dois. Os pontos alaranjados representam os artigos que tragcam alguma
correlacéo entre INCRNA e Diabetes.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Foi possivel identificar com base nos resultados obtidos, as palavras-chave que mais se associam ao tema de interesse, ou seja, que sao
utilizadas com maior frequéncia (Figura 4), com o intuito de analisar quais as linhas de pesquisa estdo sendo exploradas e possuem alguma relagdo

com a area de estudo de IncRNA e diabetes, através de um grafico de frequéncia.
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Figura 4 - Figura 2 — Gréfico de frequéncias de palavras chaves encontradas nos artigos analisados.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Dessa forma, procurou-se identificar estudos que tratassem sobre processos que apresentassem possivel relagdo com a patogénese de DM 1
(Tabela 1). Sendo assim, quatro deles abordaram IncRNAs especificos e suas relacdes com o desenvolvimento, diferenciagdo e funcao de células-
B, dois sobre secrecdo/sintese de insulina, e outros dois encontraram impacto de IncRNAs em vias metabdlicas fundamentais para o
desenvolvimento da doenga, podendo servir como diagndstico prévio. Genes e fatores de transcri¢do também foram associados a alguns dos
IncRNAs estudados, os quais sao conhecidos por participarem de etapas essenciais para o bom funcionamento e homeostase da via glicolitica e do

desenvolvimento embrionario do pancreas, assim como do sistema imune.



Tabela 1 — Artigos selecionados para analise

Autor Amostra INcRNA Intervencéo Mecanismo  Genes F.T. Funcéao
destaque associado associados  associados  bioldgica
associada
ARNES et Ratos blincl Delecdo da Alteracdo de  Nkx2.2 ChgB Desenvolvimento
al. (2016) regido de blincl  cromatina e funcéo de
células-p
GAERTNER Células LINC000261  Silenciamento Mecanismos  NE* MAFB; Diferenciacéo de
etal. (2020) HEK293T e do IncRNA nédo- PAX4 células-p
hESC nucleares
GENGetal. Humanos Conjunto Comparativo da - - - Receptores NOD
(2020) (LncsigT1DM) expressdo entre e sinalizacdo de
diabéticos e TGF-B
saudaveis
HUANG et  Humanos MEG3 e SRA - - IRAK1 - Regulacéo de via
al. (2021) metabolica
LIENetal.  Ratos HOTAIR Comparativo de  Modificagdo NE* NE* Desenvolvimento
(2021) desenvolvimento de histonas de ilhotas

de ilhotas (22 e
10% semanas)

Continuagéo...
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Autor Amostra INcRNA Intervencéo Mecanismo  Genes F.T. Funcéo
destaque associado associados  associados  biologica
associada
SHAO etal. Ilhotas TUNAR - - - - Codificagéo de
(2021) humanas e microproteina
Ratos
XIONG et Ratos e MALAT1 Silenciamento Modulacgéo - - Sintese de
al. (2020) celulas do IncRNA proteica Insulina e
MING6 (Ptbpl) apoptose de
células-p
ZHAOetal. Ratose uc.322 Insercado e - SOX6 PDX1e Secrecdo de
(2018) celulas delegdo do FOXO1 insulina,
MING6 INcRNA em producdo de ATP
MING6 e
desenvolvimento
de células-f

*NE: Nao Especificado, niUmeros grandes de genes sdo citados, hdo necessariamente tendo relacdo direta com o INcRNA de interesse. F.T.: Fatores de Transcri¢ao.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Observa-se sete tipos de IncRNAs, sendo que cada um serviu como foco em diferentes
estudos. Por apresentarem niveis de expressdo relacionados a processos, genes € vias
metabolicas que tém alguma relagcdo com desenvolvimento embriondrio do pancreas, ou ainda,
com diferencia¢ao celular de ilhotas, onde estdo presentes as células B, hd evidéncias que
apontam para uma possivel relagdo de IncRNA com o desenvolvimento de DM, as quais serao

discutidas nos topicos a seguir.

Tabela 2 — IncRNAs possivelmente relacionados com DM 1

IncRNA Relacido de expressao nos respectivos estudos

Plincl expresso em ilhotas adultas (regido do tronco do

pancreas em desenvolvimento)

uc.322 expresso em tecido pancreatico
MALATI pouco expresso em ratos diabéticos (ilhotas)
LINC000261 eXpresso em progenitores pancreaticos
SRA regulagdo de via metabolica IRAK/LDHA/lactato em
DM1
TUNAR altamente expresso em ilhotas
HOTAIR expresso durante a maturagao/diferenciacdo de ilhotas

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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5. DISCUSSAO
5.1. DESENVOLVIMENTO NAS ILHOTAS DE LANGERHANS

Durante o desenvolvimento embrionario do pancreas, a diferenciacdo das células-p a
partir de progenitores pancreaticos dependem da agdo de genes como o Nkx2.2, quando na fase
de precursores endécrinos (PAN e WRIGHT, 2011). Arnes e colaboradores (2016) identificaram
alta expressao de plincl (p-cell long intergenic noncoding RNA 1) tanto na regido de ilhotas,
quanto especificamente em células B, em experimento in vivo com ratos, durante o
desenvolvimento pancreatico embriondrio. Observaram ainda que seria possivel o gene Nkx2.2
poder ser regulado por plinci. Os pesquisadores também realizaram a delecdo da regido
codificadora de flincl, e como como resultado, os ratos apresentaram resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose e, durante o desenvolvimento enddcrino, houve reducdo de 50% de
células-f em relacdo ao controle. Fatores de transcri¢ao essenciais codificados pelo gene CHGB
para o desenvolvimento das ilhotas também foram afetados negativamente na auséncia
de plincl.

H4 um gene tido como fundamental para o desenvolvimento e funcionamento das
células-p, o PDX1 (EBRAHIM, SHAKIROVA e DASHINIMAEYV, 2022). Dentre os possiveis
mecanismos de regulacdo da expressdo de PDX1, foi identificada, através de uma inducdo de
superexpressao do IncRNA uc.322, uma correlagdo positiva entre ambos, demonstrando assim
possivel influéncia de IncRNA no desenvolvimento de células-p (ZHAO et al., 2018). Outro
IncRNA destaque na regido de ilhotas ¢ o MALATI (metastasis-associated Ilung
adenocarcinoma transcript 1), que ao comparar ratos diabéticos com ndo diabéticos,
identificaram baixa expressao de MALAT 1 na presenga de DM na regido de ilhotas, sendo que,
ao silenciar o IncRNA, houve aumento do niumero de células apoptoticas nas ilhotas, assim
como supressdo da proliferacao celular em ilhotas primarias (XIONG et al., 2020).

No estudo de Lien et al. (2021), fizeram um comparativo de transcriptoma em diferentes
fases de maturacao das ilhotas em ratos: duas e dez semanas. Encontraram diferentes vias
metabolicas relacionadas a transcritos, porém, se tratando de IncRNA, a via de destaque no
experimento foi a via regulatoria HOTAIR (HOX transcript antisense RNA), um IncRNA
anteriormente estudado e relacionado ao desenvolvimento de cancer (HAJJARI e SALAVATY,
2015). Identificaram forte expressdo do IncRNA nas duas semanas iniciais de desenvolvimento
de ilhotas, porém, na semana 10, a via era inibida, o que poderia significar que, se 0o HOTAIR
continuar a ser expresso por falta de controle do organismo, pode acarretar em modifica¢des de

histonas indesejaveis durante a maturagao do pancreas.
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5.2. FATORES DE TRANSCRICAO E GENES ASSOCIADOS AOS LNCRNAS

O fator de transcricao Nkx2.2, fator codificado pelo gene NKX2-2, presente no pancreas
e estritamente relacionado a diferenciacdo celular de células-f e a secrecdo de insulina
(SUSSEL et al., 1998), teve sua expressao influenciada, diretamente proporcional, por Slincl,
pois, na auséncia deste, Nkx2.2 teve uma queda significativa de expressao (ARNES et al.,
2016). O IncRNA uc.322 teve maior influéncia em outro fator de transcri¢do, codificado por
um gene que promove diferenciacdo de células-f e auxilia na regulacdo de secrecao de
insulina, teve sua expressdo influenciada por IncRNA, o PDX1, assim como o fator FOXOI,
sendo responsavel por regular proliferacao de células-p através da sinalizacdo de apoptose em
estado de resisténcia a insulina. Houve ainda correlagdo positiva com SOX6, fatores de
transcrigdo participantes da ativacao da secrecao de insulina e aumento na produgdo de ATP em
células Min-6 (ZHAO et al., 2018).

No estudo de Geng et al. (2020), houve um comparativo entre individuos diabéticos e
nao-diabéticos, e classificaram um conjunto de IncRNAs, caracterizado como 26LncSigT1DM,
uma assinatura para DMI1. Foi identificado um total de 1326 IncRNAs com expressoes
diferentes entre cada grupo, porém, os autores deram destaque para 26, pelos niveis de
expressao singulares, sendo posteriormente aplicada a outros dois estudos de coorte a
individuos diabéticos e, apds validada (o conjunto 26LncSigTIDM com baixa expressdao
sinalizou progressdo da doenca), sugeriu-se tratar a assinatura como uma ferramenta de
diagnostico. Genes que implicam em vias de receptores de NOD, sinalizagdo de TGF-f e
absorc¢ao de minerais, exploradas e associadas ao desenvolvimento de DM1, por terem papeis
fundamentais na regulagdo de respostas imunes (GENG et al., 2020; GREEN et al., 2003), tém
seus respectivos mRNAs influenciados pelos IncRNAs identificados na assinatura
26LncSigTIDM. Tal descoberta pode ser relevante para o desenvolvimento de novas
ferramentas de diagndstico prévio de DM 1, ou ainda, possiveis doengas autoimunes que tenham
evidéncias de desenvolvimento ligado ao HLA (DELVES, 2018).

Um fato intrigante observado nos resultados do estudo de Gaertner et al. (2020), foi a
ndo regulacdo de FOXA2 pelo LINC000261, um fator de transcri¢do cujo mecanismo de acao
¢ participar da modulagdo de cromatina para permitir a leitura e tradugdo de genes participantes
de diferenciagdo celular em diferentes regides (JIANG et al., 2020), diferente de outros estudos
apontados no artigo que encontraram resultados contrarios. Encontrar divergéncias entre

estudos que reportem sobre um mesmo objeto de estudo pode representar uma necessidade de
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alerta aos pesquisadores, pois, no caso do artigo em questdo sobre LINC000261, as evidéncias
se mostraram mais contundentes, levantando talvez a hipotese de que mecanismos antes
acreditados serem regulados pelo IncRNA em questdo (regulagdo de FOXA2), como a
diferenciagdo do endoderma, pode ser desconsiderada e possibilitar novas pesquisas para

elucidar os mecanismos responsaveis por tais processos.

5.3. MECANISMOS ASSOCIADOS AOS LNCRNAS

Mecanismos foram apontados em estudos prévios, em que os IncRNAs podem ter
envolvimento, como metilagdo de DNA, processamento de RNA, modelagdo de cromatina para
ativar ou desativar um gene, modulagdo indireta de genes e de fatores de transcri¢do, ou ainda
como potencializadores (SALVIANO et al., 2018; MERCER, DINGER ¢ MATTICK, 2009).
Percebeu-se, com os estudos encontrados, que a diversidade entre os IncRNAs ¢ significativa
tanto em quantidade, ou seja, muitos IncRNAs podem existir além dos mapeados na literatura,
quanto em fun¢do. Uma das grandes dificuldades de se classificar IncRNAs com base em suas
funcdes ¢ o grau de imprecisdo que ainda existe ao tentar compreender os mecanismos de a¢ao
dos mesmos. O IncRNA MALAT1, por exemplo, possui a capacidade de modular a estabilidade
e degradagdo proteica de Ptbpl, acoplando-se fisicamente a proteina. Quando a expressao de
Ptbpl ¢ suprimida, ha diminui¢do de sintese de insulina somado a disfungdo mitocondrial e
apoptose de células-p, o que influencia na desestabilizacdo da via metabolica PKM2/PKM1
(via glicolitica), e, analisando o fenomeno, identificou-se que MALAT1 ndo age na auséncia de
Ptbpl, indicando possivel mecanismo de agdo através da proteina, modulando-a pelo
mecanismo de splicing (XIONG et al., 2020).

Para ocorrer a tradugdo de um gene em proteina, através dos cddons, € necessaria a
leitura de uma regido do DNA denominada open reading frame (ORF). A depender do tamanho
deste trecho de abertura para leitura, em relacio a quantidade de cddons, podem ser
classificados em ORF ou sORF (short open reading frame), contendo este entre 10-100 coédons
(LEONG et al., 2022). Pouco se compreende sobre o mecanismo de acdo dos IncRNAs que
atuam através de sORF, mas identificou-se que o LINCO000261 possui relagdo com o
desenvolvimento embrionario do pancreas pela expressdao deste IncRNA correlacionada com
expressao de microproteinas codificadas por SORF do locus que o contém (GAERTNER et al.,
2020), o que pode significar que futuros estudos t€ém a possibilidade de descobrir diferentes
funcdes reguladas por apenas esse IncRNA. Existe ainda outra microproteina, denominada
BNLN (beta cell and neural cell-regulin) e codificada pelo IncRNA TUNAR, localizada no

reticulo endoplasmatico de células-, que modula a homeostase de célcio dentro da célula,
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fundamental para produgdo e secrecdo de insulina. Demonstrou-se também que essa
microproteina interage com uma enzima relevante para a resposta do organismo a altos niveis
de glicose, o que pode significar papel significante de BNLN para o desenvolvimento de
diabetes (SHAO et al., 2021).

Em relacdo a autoimunidade, processo natural que ocorre no corpo humano mas ¢
controlado através de uma inspe¢ao que nao permite que receptores de células T ajam contra
antigenos proprios, sendo esse procedimento regulado por células T reguladoras (Treg), com
fun¢do de imunossupressao (DELVES, 2018), o IncRNA SRA (steroid receptor RNA activator)
demonstrou regular vias metabdlicas relevantes para o desenvolvimento de DMI
(IRAK1/LDHA/Lactato), por ter a caracteristica de reprimir a agao de células Treg, podendo
sua alta expressdo acentuar a diferenciacdo de células T efetoras e diminuir a regulacdo imune
por Treg, pois o IncRNA induz a fosforilacdo do gene AKT1, o que acarreta em um desequilibrio
de outra via metabolica (PI3K/AKT) que causa a disfun¢do das Treg (HUANG et al., 2021).

Os resultados do estudo de Lien ef al. (2021), em que hd um comparativo de 2 e 10
semanas de desenvolvimento de ilhotas em ratos, trouxeram dados sobre macrdofagos e células
T que residem no pancreas e regulam o desenvolvimento e a fun¢do das ilhotas. Nas analises
de transcriptoma, identificaram 198 genes que possivelmente sofrem os trés tipos de alteragdo
de cromatina estudados, H3K4me3, H3K27me3 e H3K27Ac, sendo consistente com a
descoberta da inibicdo de HOTAIR na décima semana de andlise, pois o IncRNA age como
suporte para os complexos responsaveis por esses tipos de modificacdo de histona. A quantidade
de genes que sofrem essas modificagdes, pode ser relevante para o desenvolvimento de DM1,
caso as vias reguladas por HOTAIR sejam prejudicadas de alguma forma, como a atividade de
HOTAIR nao ser interrompida no tempo certo durante o desenvolvimento pancreatico e as

transcrigdes necessarias nao ocorram de modo funcional.
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6. CONCLUSAO

A nova grande area da epigenética emerge, € traz novas visdes sobre mecanismos
genéticos e bioquimicos, e, associada a area de fisiopatologia de doengas, pode auxiliar na
compreensao e elucidacao de processos ainda desconhecidos. Sendo a patogénese de DM1 de
dificil entendimento, estudos vém reportando que mecanismos epigenéticos podem ter
relevante envolvimento no desenvolvimento da doenga. Entender os processos que levam a
autoimunidade adquirida por disfuncao durante o desenvolvimento das ilhotas no pancreas pode
auxiliar na descoberta de novas formas de diagnostico e tratamentos, além da descoberta de
novos biomarcadores para detectar suscetibilidade a DM1.

O fato de existirem variados mecanismos epigenéticos, e a macromolécula denominada
IncRNA, relativamente nova, ter forte influéncia sobre esses processos de diferentes formas,
aponta para a necessidade de mais pesquisas serem desenvolvidas para caracterizagdo de novos
IncRNAs ¢ identificacdo de mecanismos de agdo dos mesmos. Neste trabalho pode-se notar que
estudos vém evidenciando a correlagdo da expressdao de IncRNA com genes, vias metabolicas
e fatores de transcrigao envolvidos tanto no desenvolvimento embrionario do pancreas de modo
geral, como no do sistema imune, sugerindo que pode haver influéncia das moléculas estudadas
com a patogénese de DM1.

Novos estudos sdo necessdrios para reunir maior quantidade de evidéncias de que
IncRNAs marcam o desenvolvimento de DM1, ou para desenvolver novas técnicas de deteccao

e caracterizacdo de suas fungdes bioldgicas.
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