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RESUMO

MicroRNAs (miRNAs) s&o uma classe de pequenos RNAs n&o-codificantes
descobertos em 1993. Estas sequéncias se originam de um RNA precursor
endogeno, que é processado em um pequeno RNA cujo tamanho varia de 20 a 24
nucleotideos. Os miRNAs sdo conservados em eucariotos e possuem importante
funcdo na regulacdo génica. Apesar da sua importédncia e da conservagdo das
sequéncias de miRNAs entre espécies, pouco se sabe se outras caracteristicas que
definem os miRNAs sdo também conservadas, uma vez que ndo ha estudos de tais
aspectos. Para responder a essa questdo, foram geradas bibliotecas de pequenos
RNAs derivadas de trés insetos (Drosophila
melanogaster, Aedes aegypti e Lutzomyia longipalpis), todos da ordem Diptera, e cuja
distancia evolutiva éde aproximadamente 250 milhdes de anos. As bibliotecas
foram sequenciadas e analisadas sendo os miRNAs de cada espécie avaliados nao
sé quanto a conservacdo de sequéncia, mas também com relagdo ao perfil de
tamanho, homogeneidade da regido 5’, origem gendmica, origem no precursor, e
preferéncia de base. De modo geral, houve grande conservagdo de miRNAs entre as
trés espécies ndo s6 em termo de suas sequéncias, mas também de todas as demais
caracteristicas avaliadas. Todavia, analisando os miRNAs espécie-especificos, foi
observada maior divergéncia dos padrdes caracteristicos dos miRNAs. Os miRNAs
conservados surgiram ha mais tempo e portanto possuem maior tempo de evolugéo
e selecao natural. Em contraste, os miRNA espécie-especificos seriam os mais
recentes e por isso podem ainda estar passando por processos seletivos. Assim,
esses resultados sugerem que a pressao evolutiva sofrida pelos miRNAs é refletida
nao somente na sua sequéncia, mas também em outras caracteristicas intrinsecas
provavelmente ligadas a sua estrutura geral que determina como sera sua

biogénese.

Palavras-chave: miRNAs, sequenciamento, insetos.



ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are a small non-coding RNA class discovered in 1993. These
sequences originate from the endogenous precursors, which are processed into small
RNAs ranging size from 20 to 24 nt. MiRNAs are conserved in eukaryotes and they
are important gene regulators. Despite their importance and the sequence
conservation among species, other miRNAs’ features conservation remains unclear
since there are no studies of such aspects. To answer this question, we generated
small RNAs libraries — derived from three dipteran insects whose evolutionary distance
is approximately 250 million years ago. The libraries were sequenced, and the miRNAs
of each organism were analyzed according to species conservation, sequence, size
profile, 5' homogeneity, genomic origin, precursor origin, and preferably base. Overall,
it was observed high conservation of miRNAs between the three dipteran insects not
only in terms of their sequences, but also in terms of all the other features. However,
when we analyzed miRNAs that were found in only one specie, it was observed a
higher divergence of miRNAs patterns than observed in conserved miRNAs. These
observations can be explained by the time of miRNAs evolution. Conserved miRNAs
are evolutionarily older than non-conserved miRNAs and they have been naturally
selected. In contrast, the miRNA-specific species were the most recent and therefore
have not been selected. Thus, these results suggest that the evolutionary pressure
suffered by miRNAs is reflected not only in their sequence, but also in other intrinsic
characteristics probably linked to its overall structure that determines how it is their
biogenesis.

Keywords: miRNAs, sequencing, insects
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1. INTRODUGCAO
1.1.  Aspectos historicos

Os miRNAs fazem parte de uma familia de pequenos RNAs, chamados de
RNAs de interferéncia (RNAi) em que se destacam 3 grupos (TABELA 1): siRNAs,
mMiRNAs e piwiRNAs (piRNAs). Destas, as duas primeiras possuem em comum a
regulagéo transcricional por pequenos RNAs, enquanto a familia dos piRNAs esta
relacionada principalmente com a regulagéo negativa de elementos transponiveis em
células germinativas (Revisado por Chu e Rana, 2007; Revisado por Kim et al., 2009;
Revisado por Ha e Kim, 2014). Estas vias possuem em comum seu mecanismo
associado as proteinas da familia Argonauta (Ago), que serdo discutidas mais
detalhadamente a frente, com foco principal na atuagao dos miRNAs, objetivo deste
trabalho.

Tabela 1: Principais caracteristicas dos componentes das vias de RNAi no organismo
modelo Drosophila melanogaster.

Caracteristica miRNA siRNA piRNA

Tamanho ~ 22nt ~21nt 24~29nt

Origem do pequeno RNA  Fita simples de RNA Fita dupla de RNA Fita simples de RNA

Enzimas de Drosha e Dicer-1 Dicer-2 Zucchini
processamento
Proteinas Argonauta Argonauta 1 Argonauta 2 Aubergine e Piwi
Inibicao da traducéo; . .
Mecanismo de Agéo Clivagem do mRNA Clivagem do RNA Clivagem do

alvo RNA alvo
alvo

Regulagdo de genes Regulagéo de
< | :
Regulagaodegenes . ificadores de elementos

Funcgao codificadores de transponiveis;

. proteinas; .
proteinas Defesa antiviral Defesa antiviral

Adaptado de Ha e Kim (2014)
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MicroRNAs (miRNAs) sado pequenos RNAs enddgenos, fita simples, n&o
codificantes (ncRNAs), de aproximadamente 20 a 24 nucleotideos (nt), cuja fungdo é
relacionada a regulagdo pos-transcricional de RNAs mensageiros (MRNAs) mediante
complementaridade de sequéncia do tipo Watson-Crick (Lee et al., 1993; Wightman
et al., 1993; Reinhart et al., 2000; Lai, 2002; Ambros et al., 2003; Bartel, 2004a; Kim,
2005; Kim e Nam, 2006; Bartel, 2009; Lucas e Raikhel, 2013; Ha e Kim, 2014).

Os dois primeiros miRNAs descobertos foram descritos no verme
Caenorhabditis elegans, e foram chamados lin-4 e let-7 (Lee et al., 1993; Reinhart et
al.,, 2000). Sua descoberta deu-se através de estudos do controle temporal do
desenvolvimento das larvas desse verme e acreditava-se que estariam envolvidos
somente nesse processo. Foram entdo chamados de pequenos RNAs temporais
(stRNAs), ndo sendo creditado a eles reconhecimento como extensa classe de
moléculas reguladoras. No entanto, trabalhos posteriores mostraram sua abundéncia
em numero, conservagao entre espécies e, pela descoberta de novas sequéncias com
aproximadamente 22 nt, passaram a ser chamados miRNAs (Pasquinelli et al., 2000;
Lagos-Quintana et al., 2001b; Lau et al., 2001; Lee e Ambros, 2001; Lagos-Quintana,
2003). Atualmente sabe-se inclusive, que alguns virus podem codificar miRNAs (\Who;
Skalsky e Cullen, 2010; Grundhoff e Sullivan, 2011).

Com o avango dos estudos na area, os miRNAs tiveram sua importancia
reconhecida nos mais diversos processos bioldgicos, tais como: proliferagcéo celular
(Brennecke et al., 2003); desenvolvimento do padrdo neuronal (Johnston e Hobert,
2003); metabolismo (Barrio et al., 2014); imunidade (Liu et al., 2015), dentre outros.
Como exemplos, podemos citar o primeiro miRNA descrito no organismo modelo
Drosophila melanogaster, miR-14 — que apresenta fung¢ao regulatéria de um ativador
de morte celular e que quando suprimido ocasiona redugao na sobrevivéncia dessas
moscas — que deu inicio a inumeras publicagdes que contribuiram enormemente para
o entendimento desta via neste e em diversos outros organismos (Xu et al., 2003). Foi
mostrado posteriormente em C. elegans que alteragdes na disponibilidade de alguns
miRNAs possuem impacto também na sobrevivéncia durante estagios especificos do
desenvolvimento (Biemar et al., 2005; Zhang et al., 2011).

Os miRNAs possuem como principal fungao o silenciamento génico, uma vez
que sdo capazes de levar a diminuicdo da expressdo de um gene ou conjunto de
genes. No entanto, também foi demonstrada a existéncia de miRNAs capazes de
regular positivamente a expresséo de seus alvos (Place et al., 2008; Valinezhad Orang
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et al., 2014). Além disso, alteragdes nos niveis de alguns miRNAs foram associadas
a patologias, evidenciando a importancia do papel por eles desempenhado (Croce,
2009; Schonrock et al., 2010; Alvarez-Erviti et al., 2013).

1.2 Biogénese dos miRNAs

1.2.1 Transcrigao

O processo de biogénese dos miRNAs (FIGURA 1) inicia-se com sua transcrigao
pela RNA polimerase |l (RNA Pol Il) e consequente formag&o da sequéncia primaria
(pri-miRNA), cujo tamanho pode ser superior a 1 kb (Lee et al., 2004). Esta sequéncia
sofre adigdo de um grupo 7-metilguanosina (m’G) a extremidade 5 e a adigédo da
cauda de poli-adeninas na extremidade 3’, de maneira semelhante ao processamento
dos mRNAs celulares (Cai et al., 2004).

Os pri-miRNAs podem ser codificados a partir de regides intergénicas, exonicas
ou mesmo de a partir de regides intronicas (Kim e Kim, 2007; Hinske et al., 2010; Isik
et al., 2010; Slezak-Prochazka et al., 2013; Ramalingam et al., 2014). Atualmente s&o
descritas pelo menos 5 origens genémicas de um miRNA (FIGURA 2), a saber: a)
transcritos independentes; b) dispostos em grupo; c) intrénicos; d) miRtrons

convencionais e €) miRNAs com prolongamentos na extremidade 3.
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Figura 1: Via candénica de miRNAs em insetos. A via classica de biogénese do miRNA comeca
com a transcricdo pela RNA Pol Il e clivagem do pri-miRNA, ainda no nucleo, pelo complexo
microprocessador (constituido pelas enzimas Drosha e Pasha) gerando o grampo conhecido como
pre-miRNA que sera entdo exportado ao citosol através da proteina exportina 5. Uma vez no
citoplasma, ocorre clivagem do pre-miRNA pelo complexo Dicer-1/Loqgs-PB a fim de gerar o duplex
que sera carregado na proteina Ago1. A seguir, apenas uma das fitas permanece associada a Agof1,
formando o complexo miRISC maduro, o qual atuara na regulagdo do mRNA alvo. RNA Pol II: RNA
Polimerase Il; Exp5: Exportina 5; Ran: Proteina nuclear relativa a RAs; Dcr-1: Dicer-1; Loqs-PB:
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Figura 2: Origens gendmicas de miRNAs. A figura indica 5 origens genémicas de miRNAs. Os
pri-miRNAs sofrem adi¢gdo de 7-metilguanosina (cap) na extremidade 5 e de poli-adeninas na
extremidade 3. O pre-miRNA é gerado a partir da clivagem pela enzima Drosha ou pela
maquinaria de spliceossomo celular. a) miRNA de origem independente no genoma, o qual
apresenta sequéncias de inicio de transcricdo préprias; b) miRNAs dispostos em grupo sao
transcritos em conjunto pela RNA polimerase II; ¢) miRNAs intronicos séo clivados pela Drosha; d)
miRtrons convencionais apresentam suas extremidades 5’ e 3’ dispostas no sitio de clivagem pela
maquinaria de spliceossomo celular; e) miRNAs que apresentam prolongamentos da extremidade
3’ séo clivados e tém sua extremidade 3’ novamente processada para a geragao do pre-miRNA.

Adaptado de Berezikov (2011).
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1.2.2 Maturacéao

A principal caracteristica dos pri-miRNAs baseia-se na estrutura secundaria
gerada pelo transcrito de RNA, que forma algas através do pareamento interno de
suas bases (FIGURA 1). Uma vez transcrito e enovelado, ainda no nucleo, o pri- miRNA
€ reconhecido pela enzima Drosha, uma endonuclease do tipo Ill, através de
caracteristicas de sua estrutura secundaria como: tamanho do lago terminal do
grampo (loop); tamanho da haste do grampo; e tamanho da fita dupla (duplex)
(Conesa et al., 2005; Auyeung et al., 2013). Apés o reconhecimento, a Drosha
associa-se a proteina Pasha, também no nucleo, e cliva ambas as fitas do pri- miRNA
préximo a base de seu grampo (Tomari e Zamore, 2005).

A sequéncia do grampo liberado contém aproximadamente 70 nt de extenséo,
com um grupo fosfato livre em sua extremidade 5 e um grupo hidroxila livre na
extremidade 3’. Além disso, sua extremidade 3’ geralmente apresenta 2 nt n&o
pareados, comumente chamados nucleotideos 3’ overhang (Lee et al., 2003; Tomari
e Zamore, 2005; Zeng et al., 2005). Cabe ressaltar que esta € uma caracteristica
inerente ao processamento por endonucleases (Nicholson, 1999).

Ao grampo de miRNA, produto da clivagem pelo complexo proteico formado
por Drosha e Pasha, da-se o nome de miRNA precursor (pre-miRNA) (FIGURA 1). Este
€ entdo exportado ativamente ao citosol pela proteina Exportina 5 (Exp5), que requer
a hidrélise de guanosina trifosfato (GTP) e possui a proteina Ran como cofator (Yi et
al., 2003; Bohnsack, 2004; Lund et al., 2004). A Exp5 reconhece os nucleotideos n&o
pareados da extremidade 3’ do grampo e parece atuar também protegendo o pre-
miRNA contra degradacédo (Lund et al., 2004; Zeng e Cullen, 2004).

Uma excegao a geragao candnica dos miRNAs é vista na classe dos miRtrons
(FIGURA 2E), que ndo passam pela etapa de processamento da Drosha (Okamura et
al.,, 2007; Ruby et al, 2007). Os miRtrons localizam-se em introns de regides
codificadoras de proteinas, mas diferem de miRNAs candnicos de origem intrbnica,
uma vez que suas por¢des terminais coincidem com as jung¢des de splicing clivadas
pela maquinaria do spliceossomo celular, ndo sendo necessaria agao da Drosha. No
entanto, de modo semelhante ao descrito para miRNAs canénicos, os pre-miRNA
derivados dos miRtrons s&o exportados ao citosol pela Exp5.

Uma vez no citoplasma, o pre-miRNA ¢é clivado por outra RNase do tipo lll,
conhecida como Dicer-1 (Dcr-1) (Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001). Essa
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enzima foi caracterizada primeiramente no organismo modelo Drosophila
melanogaster (Bernstein et al., 2001). De modo analogo a clivagem pelo complexo
Drosha/Pasha, a clivagem pela Dcr-1 também resulta em extremidade 5’ fosfato livre
e extremidade 3’ hidroxila livre dotada de 2 nt ndo pareados. A Dcr- 1 possui dois
dominios helicase e um dominio PAZ, que reconhecem o tamanho do lago terminal e
sua distancia até a extremidade 3’ da haste do pre-miRNA — caracteristicas
determinantes para clivar a dupla fita através dos dominios RNase que estdo a
distancias fixas da extremidade 3’ ndo pareada (Tsutsumi et al., 2011). Além disso,
essa enzima parece discriminar as sequéncias do pre-miRNA a fim de selecionar o
sitio de clivagem, evitando por exemplo, o corte em posi¢gdes que produzam miRNAs
com o nucleotideo guanina (G) na extremidade 5 (Starega-Roslan et al., 2015a).

Ao final da etapa de clivagem pela Dcr-1, o grampo deixa de apresentar o laco,
tornando-se apenas uma dupla fita (duplex) transiente de RNA (FIGURA 1). Este duplex
€ entdo carregado na proteina Argonauta-1 (Ago1) e apos a selegédo de uma das fitas,
com consequente descarte da fita complementar, promove a regulacdo dos seus
genes-alvo (Okamura et al., 2004). O duplex do miRNA & composto pelo miRNA
maduro, carregado e selecionado pela proteina Ago1, e pela sua fita complementar,
que € descartada pela Ago1. Originalmente, a fita complementar era conhecida por
miRNA* (Ié-se miRNA “estrela”), no entanto esta nomenclatura tem sido substituida,
uma vez que ambas as fitas de um mesmo duplex podem ser capazes de gerar
miRNAs maduros através da variagdo da escolha pela Ago1 que pode variar segundo
tecido ou estagio celular (Lagos- Quintana et al., 2001a; Lee et al., 2002; Biemar et
al., 2005).

A capacidade de geragao de miRNAs maduros pela Dcr-1 e seu carregamento
na Ago1 em D. melanogaster & afetada pela auséncia de uma proteina acessoria
chamada Loquacious (Logs) cuja isoforma envolvida nesse processo € conhecida
como PB (Forstemann et al., 2005; Jiang et al., 2005; Saito et al., 2005). Esta
descoberta deu-se a partir da observagao de que na via de siRNAs ha também a
necessidade de uma proteina acessoéria a Dcr-2, chamada R2D2, para o
carregamento do pequeno RNA na proteina Ago2 (Liu et al., 2006). Como as vias s&o
semelhantes em funcionamento e mecanismo, Saito e colaboradores, bem como
Jiang e colaboradores, investigaram e observaram a associagao da proteina Logs-PB
com Dcr-1 em Drosophila.
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1.2.3 Carregamento

O numero de proteinas da familia Argonauta varia entre as espécies (Hutvagner
e Simard, 2008). Em D. melanogaster, por exemplo, foram identificadas 5 proteinas
tipo Argonauta, as quais sao divididas em dois subclados: Ago e Piwi. No subclado
Ago, encontram-se Ago1 e Ago2, as quais foram originalmente descritas na
participagdo das vias de miRNA e siRNA, respectivamente. Em mamiferos e outros
organismos, a biogénese de miRNAs ocorre de forma semelhante ao observado em
D. melanogaster, uma vez que a via de miRNAs é altamente conservada em
eucariotos (Berezikov, 2011). No entanto, existem algumas particularidades referentes
as proteinas envolvidas neste processo. Uma dessas particularidades refere-se ao
fato que, de modo distinto ao encontrado em insetos, em mamiferos ha 4 proteinas
Ago e parece nao haver preferéncia pelo direcionamento dos miRNAs
especificamente para cada uma delas, o que sugere haver redundancia funcional
dessas proteinas (Su et al., 2009).

Ainda com relagdo a redundéancia funcional das proteinas Argonautas, em
insetos, estudos demonstraram que em casos especificos a escolha do carregamento
de alguns duplexes de siRNA ou de miRNA na Ago1l ou Ago2 podem ser
intercambiaveis e sdo influenciados por suas caracteristicas estruturais (Doerks et al.,
2002; Okamura et al., 2004; Forstemann et al., 2007; Tomari et al., 2007; Okamura et
al., 2009). Somado a isso, apds a escolha do miRNA maduro pela Ago1, a fita
complementar descartada pode ndo ser rapidamente degradada e associar-se a
Ago2, modulando mRNAs complementares (Forstemann et al., 2007; Czech et al.,
2009; Okamura et al., 2009; Ghildiyal et al., 2010). No entanto, vale ressaltar que estes
casos constituem excecgdes a regra e parece ocorrer discriminagédo entre as vias de
mMiRNA e siRNA nesses organismos.

Como regra geral, a existéncia de nucleotideos n&o pareados no duplex de

RNA ocasiona a preferéncia da Ago1 por esses substratos (Pratt, A. J. e Macrae,
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l. J., 2009). De fato, a extremidade 5’ do pre-miRNA escolhido pela Ago1 apresenta
maior instabilidade, decorrente dos nucleotideos ndo pareados. Essa instabilidade €
visualizada através dos maiores valores de energia livre (MFE) (Khvorova et al., 2003;
Schwarz et al., 2003; Kawamata et al., 2009). E importante mencionar que a Ago1
também apresenta preferéncia pelo nucleotideo uracila na primeira posi¢cao da
sequéncia a ser carregada (Hu et al., 2009; Okamura et al., 2009; Ghildiyal et al., 2010;
Seitz et al., 2011; Wang, 2013). Estudos reportam que pre-miRNAs, em geral,
possuem menores valores de MFE que sequéncias aleatérias, o que lhes é conferido
pelo tipo de suas ligagdes nucleotidicas (Bonnet et al., 2004). De modo simples, os
valores de MFE sdo inversamente proporcionais a estabilidade da molécula. Desse
modo, a maior instabilidade observada na extremidade 5’ da fita escolhida como
miRNA maduro apresenta valores de MFE ligeiramente maiores que outras regides
do duplex. Isso ocorre tanto em insetos, quanto em vermes e mamiferos (Khvorova et
al., 2003). Em suma, cabe a proteina Argonauta a escolha da fita madura, sendo
importante destacar que dado a estabilidade, nem todos os precursores geram
mMiRNAs maduros de ambas as fitas do duplex do miRNA.

O complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) constitui o efetor da
regulacdo génica promovida pelos pequenos RNAs (FIGURA 1). A associagdo do
pequeno RNA a uma proteina da familia Argonauta € suficiente para formar o
complexo RISC e promover regulagédo dos alvos, embora possa haver a participagéo
de outras proteinas (Rivas et al., 2005; Hutvagner e Simard, 2008; Pratt, A. J. e
Macrae, |. J., 2009). Como existem proteinas tipo Argonauta especificas para cada
uma das vias de RNAi em insetos, foram nomeados entdo complexos RISC
especificos: o miRISC, possui como principal componente a Ago1 (via de miRNA); o
siRISC, cujo principal componente é a Ago2 (via de siRNA); e piRISC, composto pela

proteina Aubergine ou pela proteina Piwi (via de piRNA).

1.3 Mecanismos de regulagéo do alvo

Os miRNAs atuam através do pareamento do tipo Watson-Crick com RNAs-
alvo. Como apresentado na FIGURA 1, essa complementariedade nao precisa ser total,
podendo apresentar nucleotideos nao pareados, também chamados de mismatches
ou “bolhas”. A regulagcdo do alvo, no entanto, depende do reconhecimento e da
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complementariedade entre os nucleotideos 2 a 7 da extremidade 5’ do miRNA, os
quais sao conhecidos como semente ou seed (Wightman et al., 1991; Wightman et
al., 1993; Nicholson, 1999; Lai, 2002; Brennecke et al., 2005). Os miRNAs que
apresentam a regido da seed com sequéncia conservada e derivam de um ancestral
comum sao agrupados em familias, podendo haver variagao dos demais nucleotideos
de sua sequéncia (Griffiths-Jones, 2003; Kozomara e Griffiths-dJones, 2011; Tehler et
al., 2011; Marco, Hooks, et al., 2012). Além disso, miRNAs de uma mesma familia
tendem a regular RNAs alvos em comum, discutido mais detalhadamente a frente.

A complementariedade a seed é crucial para regulagéo dos alvos (FIGURA 3), e
mutacgdes nessa regido ocasionam perda de fungdo do miRNA (Okamura et al., 2009).
Todavia, existem ainda outros nucleotideos no miRNA que podem potencializar sua
atuacdo como através do pareamento de um maior numero de bases da sua
extremidade 3’ ao RNA alvo (FIGURA 3) (Brennecke et al., 2005; Grimson et al., 2007,
Nielsen et al., 2007; Bartel, 2009). Além disso, utilizando a estratégia de pareamento
de nucleotideos da regido 3 do miRNA, sitios-alvo podem compensar possiveis
nucleotideos ndo pareados na seed (FIGURA 3G), possibilitando a acdo do miRNA
(Grimson et al., 2007; Revisado por: Bartel, 2009).
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Figura 3: Representagcdo dos tipos de sitios-alvo de miRNAs. (A-C) Os sitios candnicos
compreendem regides complementares a seed e que apresentam o nucleotideo adenina (A) na
primeira posicao do alvo, ou complementariedade também do 8° nt, ou ambos. (D-E) Sitios
marginais sao heptameros que apresentam eficacia reduzida e apresentam conservagao “por
chance” mais frequentemente que demais sitios. (F-G) Sitios atipicos, por outro lado, apresentam
complementariedade também na regido 3’. (H) Numero de sitios conservados em mamiferos. Para
cada porgao, sao indicados (em laranja) a fragdo dos sitios 3’ complementares. Na porgao
correspondente aos heptameros (7mer) nao sdo consideradas sequéncias pertencentes a porgao
de octameros (8mer). O mesmo se aplica aos hexameros (6mer). Adaptado de Bartel (2009).

A maioria dos miRNAs descritos possui complementariedade a regido 3'UTR
(regido nao-traduzida) dos mRNAs (Lai, 2002). Além disso, alguns trabalhos sugerem
a ocorréncia de interagao entre miRNAs e a regido 5’UTR de mRNAs, como € o caso
de miR-346 e miR-10a em camundongos (Orom et al., 2008; Tsai et al., 2009).

Diferentemente da via de siRNA, a via de miRNA tende a silenciar o RNA
mensageiro através da repressao da sua tradugado, ou através da degradacédo do
mMRNA sem, no entanto, promover a clivagem direta do mRNA. O controle de tradugao
foi primeiramente postulado a partir da observacéo de que o miRNA lin-4 reduziu os
niveis da proteina lin-14 sem alterar a quantidade do mRNA correspondente (Lee et

al., 1993; Wightman et al., 1993). O mecanismo envolvido
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nesse processo foi proposto em células de mamiferos, e apesar de nao ter sido
completamente elucidado, parece ser dependente da ligagdo da Agonauta ao cap de
metilguanosina do mRNA (m’G), impedindo sua tradugéo (Kiriakidou et al., 2007).

Além do mecanismo de silenciamento pela repressao da tradugéo, o complexo
miRISC pode ocasionar o recrutamento de deadenilases e consequente degradagéo
do mRNA pelos mecanismos celulares convencionais de reciclagem de mRNAs, num
processo dependente de ATP e da proteina GW182 em mamiferos (Eulalio et al.,
2008; lwasaki et al., 2009; Pratt, A. J. e Macrae, I. J., 2009). Em casos onde ha
extensa complementariedade da sequéncia do miRNA com a sequéncia do mRNA
alvo é possivel que haja clivagem direta do mRNA pela Ago1, também levando o
MRNA a degradacgao por mecanismos celulares convencionais (Valencia-Sanchez et
al., 2006).

Embora haja inumeros estudos relativos ao silenciamento de alvos por
mMiRNAs, algumas dessas moléculas parecem aumentar a transcri¢ao de genes alvos,
como o Ccnb1 — cuja expressao é aumentada na presenca de miR-744 e miR-1186
em células de camundongos (Huang et al., 2012). Nesse modelo, ambos os miRNAs
associados a Ago1 parecem se ligar a regides proximas ao sitio de inicio de
transcrigdo (TSS), no qual a Ago1 se liga e promove aumento da transcri¢gao pela RNA
Pol Il e modificagdes na cromatina, como a metilagdo da lisina K4 da histona H3
(H3K4me1). Outro trabalho interessante demonstra a capacidade de miRNAs
especificos ativarem ou reprimirem alvos dependendo do estagio do ciclo celular em
que a ceélula se encontra (Vasudevan et al., 2007). Os autores propdem que, em seu
modelo de estudos, o mecanismo de repressado por miRNAs é uma propriedade de
células que estao se proliferando, e os mesmos miRNAs inibem a traducdo em células
no estagio quiescente (G0) do ciclo celular. Estes aspectos da regulagéo de alvos pela
via de miRNA demonstra sua importancia, complexidade, e revela seu potencial como

um vasto campo de estudos nas mais diversas areas da biologia.
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1.4 Nomenclatura

A nomenclatura dos miRNAs segue a sistematizagcdo definida por Ambros
(2003), atualmente mantida pelo banco de dados miRBase (Ambros, 2003; Griffiths-
Jones, 2003; 2004; Griffiths-Jones et al., 2006; Griffiths-Jones et al., 2008; Kozomara
e Griffiths-Jones, 2011; 2014). Esta nomenclatura € dada segundo o organismo e
origem do miRNA no precursor. Como esta sistematizacdo ocorreu apds a
identificacdo de alguns miRNAs, tais como let-7 e lin-4 — descobertos em 1993 e 2000
respectivamente em C. elegans, isto justifica a existéncia de miRNAs derivados de
animais que n&o seguem estas regras. Além disso, casos especificos ndo foram
considerados, como a existéncia de miRNAs-espelho (miRors) que derivam da
transcrigéo bidirecional do seu locus génico (Tyler et al., 2008; Scott et al., 2012). Por
isso, recentemente alguns pesquisadores propuseram sua revisao (Desvignes et al.,
2015). Entretanto, até o momento nado houve manifestagdo da comunidade cientifica
para uma nova normatizacdo da nomenclatura dos miRNAs.

Os miRNAs recebem um acrénimo de trés letras referente ao organismo do
qual derivam (por exemplo: dme, para sequéncias derivadas de D. melanogaster; hsa,
para sequéncias de Homo sapiens e mmu, para sequéncias derivadas de Mus
musculus), seguido de hifen (-) e as informagdes mir (para precursor) ou miR (para
sequéncia madura) seguido de novo hifen e a numeragao da sequéncia na ordem que
foram depositados no miRBase, ou de acordo com ort6logos em outros organismos.
Tratando-se de miRNAs maduros, os sufixos -5p ou -3p sao atribuidos de acordo com
a origem do miRNA a partir de seu precursor (por exemplo: dme-miR-1-5p). Além
disso, neste trabalho foi utilizada a nomenclatura “miRNA” para designar a sequéncia
madura, e “mirna” para designar seu precursor. Cabe ressaltar que a adigdo dos
sufixos -5p e -3p so6 foi incorporada ao nome dos miRNAs a partir da versado 17 do
miRBase.

A FIGURA 4 representa esquematicamente a estrutura de um pri-miRNA, sendo
explicitados os sitios de clivagem das enzimas Drosha e Dicer, e em cores a
representacdo dos bragos que originam os miRNAs. As sequéncias derivadas da
extremidade 5’ do pri-miRNA recebem o sufixo -5p, e as sequéncias derivadas da

extremidade 3’ recebem o sufixo -3p.
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Sitio de clivagem da  Sitio de clivagem da
Drosha Dicer

Figura 4: Esquema de um miRNA primario (pri-miRNA) de transcrigao independente. Sao
representadas esquematicamente a estrutura de um pri-miRNA, os sitios de clivagem das enzimas
Drosha e Dicer; a haste, o lago e as bolhas internas do grampo que permanecem apos o corte feito
pela Drosha e conferem maior instabilidade ao miRNA nas posigbes especificas em que se
encontram. Em azul: miRNA derivado da extremidade 5 do precursor; Em vermelho: miRNA
derivado da extremidade 3’ do precursor; m’G: 7-metilguanosina ou cap; SB: Segmento Basal; H:
Haste.

Copias idénticas de um mesmo miRNA que apresente origem de diferentes loci
génicos num mesmo organismo recebem as numeragdes -1, -2 sucessivamente,
antes dos sufixos 5p ou 3p (por exemplo: dme-miR-6-1-3p). Copias que apresentam
1 ou 2 nucleotideos n&o pareados fora da regido da seed, recebem as letras do
alfabeto latino a, b, ¢ sucessivamente, logo apds o numero da sequéncia (por exemplo:
dme-miR-92a-3p). Nomenclatura semelhante é adotada para precursores, né&o

havendo apenas os sufixos 5p e 3p mencionados.

1.5 Evolucao da via de miRNAs

Um aspecto interessante acerca da via de miRNAs reside na sua conservagéo
entre diferentes espécies, a qual comecgou a ser verificada através dos estudos do let-
7, ainda nos anos 2000 (Pasquinelli et al., 2000). Pasquinelli e colaboradores
apresentaram a conservagao de sequéncias deste miRNA em H. sapiens, D.
melanogaster, Danio rerio (zebrafish) e C. elegans. A partir desse trabalho, foi
observada a existéncia de inumeros miRNAs ort6logos como exemplos observados
entre vermes e humanos, os quais distam em aproximadamente 600 milhdes de anos
(Lim et al., 2003). De fato, ha indicios da presenca de miRNAs até nos ramos mais
basais da evolugcdo dos metazoarios (Berezikov et al., 2011). O miR-100 é
conservado evolutivamente em eumetazoarios e em bilatérios e parece ter havido
grande expansédo das sequéncias de miRNAs (Hertel e Stadler, 2006; Grimson et al.,

2008 {Hertel, 2006 #60). Em vertebrados, parece ter ocorrido nova expansao dos
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miRNAs, e a perda destas sequéncias parece ser incomum nas linhagens
descendentes (Berezikov, 2011). Uma visdo simplificada da evolu¢gdo do numero de

miRNAs é mostrada na FIGURA 5.
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Figura 5: Evolugcao simplificada das vias de miRNA. O numero de miRNAs reflete a
complexidade do organismo. A via de miRNAs existe desde ramos mais basais de metazoarios e
sofreu grande expanséo em vertebrados. Adaptado de Berezikov (2011).

Estima-se que, em média, cerca de 0,5 a 1% dos genes de um organismo
codificam para miRNAs (Bartel, 2004a). As familias de miRNAs apresentam elevada
similaridade entre si, seed idéntica e um ancestral comum (Griffiths-Jones, 2003;
Berezikov, 2011). Estas familias possuem altos niveis de conservagao entre diferentes
organismos e entre os mMiRNAs membros da mesma familia. Além disso, algumas
delas sao encontradas ubiquamente com altas taxas de identidade na totalidade de
suas sequéncias, como exemplificado pela familia do miRNA let-7 (FIGURA 6) —
encontrada desde artropodes até vertebrados (Lee et al., 2007). E possivel observar
também, que miRNAs como o miR-98 surgiram recentemente na evolugdo, uma vez

que sao encontrados apenas na classe Mammalia. A auséncia desse miRNA em
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organismos mais basais na escala evolutiva pode ser explicada de duas formas: a)
houve duplicacdo génica seguida de diferenciagdo do miRNA; ou b) o miRNA ainda
nao foi encontrado nos demais organismos por limitagdes técnicas. Essas explicagdes
baseiam-se na premissa de que a perda de um miRNA que existiu no ancestral de
uma espécie € um evento raro, embora existam trabalhos que critiquem essa ideia,
sugerindo que a evolugédo da via de miRNAs é mais complexa que os métodos de
parcimbnia possam explicar (Thomson et al., 2014).

——Drosophila melanogaster
Arthropods let-7 (1)

L . Metamorphosis from ]
Drosophila pseudoobscura pupa to adult
100 %
——Caenorhabditis elegans let-7 miR-48. miR-84 in let-7
Nematodes miR-241 (4) ]
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o 85-95% 2
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T g
[0} Fish _ —
> Danio rerio  let-7a, b,c, d, e, f, g, h, i, j (10) — §
Unknown function. Involved in brain E:
development in another fish
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Gallus gallus let-7a, b, ¢, d, f, g, i, j, k (9) 90-100 %
limb development in each individual
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Mus musculus
:?it;\l?‘a}'vbrhféiisd(% 5) f.MN. g, Neural differentiation,
limb development, and
Mammals oncogenesis in lung

Homo sapiens
let-7a, b, c, d, e, f, fN, g, i, iN, j, miR-98 (11)

Figura 6: Conservagcao da familia de miRNAs let-7 em diferentes clados. O numero de
sequéncias encontrado em cada espécie, até 2007 (quando o trabalho foi publicado), varia de 1 a
11 (numeros entre parénteses). A familia let-7 é encontrada em diferentes metazoarios — desde
artropodes até vertebrados e o grau de conservagao € alto entre todos os membros desta familia.
Adaptado de: Lee et al. (2007).
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Recentemente, Thomson e colaboradores (2014) avaliaram os métodos de
parcimbnia empregados nas analises evolutivas de miRNAs, os quais se baseiam
apenas na presenga/auséncia das familias de miRNAs nos organismos, e sugeriram
o emprego de analise bayesiana. Esses pesquisadores encontraram diferengas
significativas nas arvores filogenéticas propostas em outros estudos. Além disso,
como mencionado por eles, a auséncia de um miRNA por si ndo indica sua
inexisténcia na espécie, mas pode estar relacionada a erros de amostragem. Por isso,
o desenvolvimento de metodologias que permitam suplantar possiveis fontes de erros
(como o estado de montagem e anotagdo do genoma) faz-se necessario.

Quanto as proteinas da via, estas apresentam alto nivel de conservacao de
sequéncias entre eucariotos (Shabalina e Koonin, 2008). A fusdo entre proteinas que
possuem dominio helicase e dominio RNase — observada nas proteinas Drosha e
Dicer —, € uma sinapomorfia de eucariotos. De fato, a maquinaria da via de miRNA
destes organismos parece ter sido originada a partir de proteinas de arqueas,
bactérias e fagos, permitindo a transigédo entre a dependéncia de processos bioldgicos
mediados por DNA para processos biologicos mediados por RNA, o que ocasionou
aumento substancial da complexidade evolutiva evidenciada no numero de miRNAs
observados (Shabalina e Koonin, 2008).

Atualmente, uma ferramenta chamada miRviewer (Kiezun et al., 2012) foi
desenvolvida para apresentar uma a visdo global da homologia dos miRNAs em
diversos organismos onde foram identificados e encontra-se disponivel online em:

http://people.csail.mit.edu/akiezun/microRNAviewer/index.html.

1.6 miRNAs e sua conservagéo em insetos da ordem Diptera

Desde o principio dos estudos da via de miRNAs, a presenca das proteinas e
de diversas sequéncias de miRNAs tém sido descritas em insetos da ordem Diptera.
Nestes organismos sao observados miRNAs espécie-especificos, porém também sao
observados miRNAs com alta taxa de conservagao. Todavia, para entender melhor
tais niveis de conservagao e as origens das divergéncias entre estes organismos, faz-
se necessario compreender alguns aspectos da sua evolugao filogenética.

As “moscas verdadeiras” — como sdo conhecidos alguns insetos da ordem
Diptera — compreendem uma das quatro superradia¢des de insetos e correspondem
a aproximadamente 10% de todas as espécies descritas atualmente. As infraordens


http://people.csail.mit.edu/akiezun/microRNAviewer/index.html
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Culicinomorpha (em que sao classificados os mosquitos A. aegypti) e Psycodomorpha
(como os mosquitos-palha — L. longipalpis) sdo alguns dos representantes de
dipteras basais (Wiegmann et al., 2011). Moscas da fruta (D. melanogaster), por sua
vez, pertencem a subordem Brachycera, se¢cao Schizophora, cuja radiagéo se deu de

forma rapida e recente (Wiegmann et al., 2011) (FIGURA 7).
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Figura 7: Arvore filogenética das familias de insetos da ordem Diptera. Em Culicinomorpha
encontram-se mosquitos do género Aedes; em Psychodomorpha encontram-se os insetos do
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O organismo modelo D. melanogaster é vastamente empregado em estudos
de imunologia, biologia molecular e genética (Ashburner e Bergman, 2005). Somado
a isso, diversas descobertas nas vias de RNAIi foram feitas a partir deste inseto e
mostraram-se conservadas em outros Diptera. Como exemplo, tem-se a existéncia
de miRNAs conservados entre D. melanogaster e A. aegypti (Li et al., 2009); entre D.
melanogaster e o bicho-da-seda Bombyx mori (Cao et al., 2008); e entre D.
melanogaster e abelhas Apis melifera (Zondag et al., 2012). Tais aspectos reforgam
que, apesar da distancia evolutiva entre os organismos desta ordem (FIGURA 7), a via
de miRNAs é conservada e mantém sua fungao nestes insetos. Os mesmos trabalhos
mencionados anteriormente também reportam a existéncia de miRNAs espécie-
especificos. Contudo, esses miRNAs parecem estar sofrendo pressdo em sua
biogénese, uma vez que as proteinas da via de miRNAs parecem apresentar alta
conservagao entre os organismos, como previamente discutido, e ndo ha aparente
redundancia com outras proteinas das demais vias de RNA de interferéncia. Portanto,
essas caracteristicas tornam os organismos da ordem Diptera bons modelos para

estudos de evolugao da via de miRNAs.
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2. JUSTIFICATIVA

Os miRNAs compreendem uma das classes de pequenos RNAs néo
codificantes cuja associagado com proteinas Argonauta (Ago) forma o complexo RISC
— responsavel por mediar a regulagédo pods-transcricional da expressao de inumeros
genes. Uma grande quantidade de proteinas Ago e de miRNAs & encontrada em
diferentes eucariotos e, a despeito dessas informagdes, a maioria dos trabalhos
baseia-se em comparacgdes simples das sequéncias de miRNAs entre espécies ou de
seus alvos, sem considerar a biogénese dos mesmos.

Em Diptera, as proteinas Argonauta apresentam funcdo relativamente
independente, sendo possivel compreender vias especificas de pequenos RNAs,
(como a de miRNAs) sem a redundancia caracteristica observada em outros
organismos como mamiferos. Desse modo, as analises de evolugao na biogénese de
mMiRNAs podem ser mais bem estudadas em modelos dessa ordem.

Para estudar esse processo e avaliar a conservagcido de caracteristicas
intrinsecas aos mMiRNAs, foram escolhidos trés insetos da ordem Diptera que
apresentaram alta conservacdo das proteinas da via de miRNAs em trabalhos
anteriores realizados no Laboratério de RNA de Interferéncia (ICB/UFMG). Dentre
esses organismos, dois apresentam importancia vetorial de doengas humanas ou de
carater zoonotico (L. longipalpis e A. aegypti) e o outro trata-se de um modelo animal
bem caracterizado (D. melanogaster).

Deste modo, este trabalho propde-se a avaliar caracteristicas especificas dos
miRNAs que permitam compreender aspectos de sua biogénese em diferentes

espéecies através de ferramentas de bioinformatica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a evolugado dos miRNAs e suas caracteristicas intrinsecas, utilizando

insetos da ordem Diptera como modelo.

3.2  Objetivos especificos

a) Realizar a predigao e anotagdo dos miRNAs de Lutzomyia longipalpis;
b)  Melhorar a anotagdo dos miRNAs de Aedes aegypti;

C) Definir grupos de miRNAs conservados e n&o conservados
entre Drosophila melanogaster, Lutzomyia longipalpis e Aedes aegypti;

d) Comparar as caracteristicas intrinsecas dos miRNAs conservados e
nao conservados em cada inseto avaliado.



Materiais e métodos
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4, MATERIAIS E METODOS

4.1 Origem das amostras

As bibliotecas de pequenos RNAs provenientes de L. longipalpis foram obtidas
através da coleta desses organismos na cidade de Teresina (regido centro-norte do
Estado do Piaui), ou através de cultivo celular. Essas amostras foram infectadas com
o virus da estomatite vesicular (VSV). As bibliotecas derivadas de A. aegypti foram
obtidas de colbnias estabelecidas em laboratério apds coleta de ovos desses
mosquitos em diferentes regides do Rio de Janeiro e também passaram por infeccéo,
com o virus da dengue (DENV-4).

Colénias de moscas de fruta selvagens, provenientes de laboratorio e
infectadas com virus distintos aos supracitados, foram processadas para geragao das
bibliotecas de pequenos RNAs oriundas de D. melanogaster.

As bibliotecas preparadas fazem parte de trabalhos de outros alunos do
Laboratério de RNA de Interferéncia (ICB/UFMG) ou de colaboradores do grupo
(Jean-Luc Imler's Lab — Estrasburgo/Franga) e, portanto, o processo detalhado de
preparagcao das amostras nao faz parte do escopo dessa dissertacio.

Todavia, cabe ressaltar que as amostras foram igualmente processadas. Para
realizacdo da extragdo de RNAs foi utilizado o reagente Trizol® e metodologia
recomendada pelo fabricante. Para sequenciamento das amostras, foi utilizada a
plataforma lllumina HiSeqTM 2500, situada na Plateforme Biopuces & Séquencgage,
Institut de Génétique e Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC), em Estrasburgo,
na Franga. A TABELA 2 descreve as bibliotecas utilizadas neste trabalho.
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Tabela 2: Descrigao das bibliotecas de pequenos RNAs utilizadas.

Biblioteca Organismo Descricao
namero

1 Llo* Mock pool 2dpa

2 Llo* VSV-GFP pool 2dpa
3 Llo* Mock pool 2dpa

4 Llo* Mock pool 4dpa

5 Llo* Mock pool 6dpa

6 Llo VSV-GFP pool 2dpa
7 Llo VSV-GFP pool 4dpa
8 Llo VSV-GFP pool 6dpa
9 Llo* LL5 — cultivo celular
10 Llo* Lulo — cultivo celular
11 Aae DENV-4 pool 4dpa
12 Aae DENV-4 pool 8dpa
13 Aae DENV-4 pool 14dpa
14 Dme pool VSV injetado
15 Dme pool DCV injetado
16 Dme pool SINV injetado

Llo: Lutzomyia longipalpis; Aae: Aedes aegypti;, Dme: Drosophila melanogaster; dpa: dias poés
alimentagédo; dpi: dias pés injecdo; VSV: Vesicular Stomatitis Virus; GFP: proteina verde
fluorescente (traducéo livre); DENV-4: Dengue virus sorotipo 4; DCV: Drosophila C virus; SINV:
Sindbis virus; *: Biblioteca nao-utilizada nas analises comparativas.

Neste trabalho, foi utilizada a penultima versdo do genoma de L. longipalpis
disponivel no banco de dados de “Vetores Invertebrados de Patégenos Humanos” —
traducéo livre de VectorBase — sob identificagdo LlonJ1.1 (disponibilizada online a
partir de 25/02/2014 atraves do endereco eletrénico:
https://www.vectorbase.org/organisms/lutzomyia-longipalpis/jacobina/LlonJ1.1).  Esta
versao apresenta 11.532 scaffolds e nenhum cromossomo completo, o que reflete a
necessidade de melhoria.

Quanto a A. aegypti, foi utilizado genoma disponivel no VectorBase sob
identificacdo AaeglL3.3, e disponibilizada online a partir de 21/10/2014 através do
enderego eletrénico http://www.vectorbase.org/organisms/aedes-
aegypti/liverpool/AaegL3.3.

ApOs as etapas iniciais de preparo, sequenciamento e pré-processamento das
amostras, o pipeline desenvolvido (FIGURA 8) foi dividido em duas partes (FIGURA 8B e
FIGURA 8c). Na primeira estao representadas as etapas de identificagdo e comparagao
das caracteristicas dos miRNAs identificados através do programa miRDeep2
(Friedlander et al., 2012). A segunda, por sua vez, apresenta a metodologia


http://www.vectorbase.org/organisms/lutzomyia-longipalpis/jacobina/LlonJ1.1)
http://www.vectorbase.org/organisms/aedes-
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desenvolvida para identificacdo e analise comparativa das caracteristicas dos miRNAs
identificados através de comparagdo com organismos proximos. A descricdo

detalhada de cada etapa encontra-se nos tépicos a seguir.

a)
Preparagao do RNA total
AAAAAAAA
= AAAAAAAA
—_— AAAAAAAA
pequenos RNAs l
selegao de tamanho (16 ~ 33 nt)
Construcao das bibliotecas e
sequenciamento —_
l Sequéncias brutas
Pre-processamento das sequéncias

Filtro de Qualidade
Remogao de adaptador T —
Remog&o de possivel contaminante (2S) =

b) c)

Sequéncias processadas

Processamento das sequéncias

Mapeamento genoma de referéncia miRNAs nao identificados no genoma
Predicdo de miRNAs (miRDeep2)

Curadoria Manual Mapeamento em miRNAs de espécies proximas é é
(tamanho, ortologia, homogeneidade da extremidade 5 Curadoria Manual
reprodutibilidade, auséncia de confito de anotagao)
l mIRNAs Curados

(tamanho, seed conservada, reprodutibilidade, frequéncia)

Caracterizagdo dos miRNAs N 1

. — i Caracterizagdao dos miRNAs 1
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Proteréncia do baso Nomalizagao por P
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Figura 8: Pipeline de identificacdo e analise dos miRNAs em insetos da ordem Diptera. Apos
preparo de amostras, sequenciamento e pré-processamento de sequéncias (a), o pipeline foi
dividido em duas partes, de acordo com a estratégia utilizada. b) Analises desenvolvidas através
do uso do programa miRDeep2. c) Analises desenvolvidas para identificagdo de miRNAs nao
preditos pelo programa miRDeep2, possivelmente devido a falhas de montagem do genoma.
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4.2 Pre-processamento das sequéncias

As sequéncias derivadas das bibliotecas de pequenos RNAs foram submetidas
a filtro de qualidade e remocdo dos adaptadores através dos programas
fastx_quality_filter e fastq_clipper, respectivamente. Ambos os programas fazem
parte do pacote FastX-Toolkit (versdo 0.0.14) disponivel online no endereco:
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html. Sequéncias com qualidade phred
menor que 33 e com tamanho inferior a 15 nt, apos retirada dos adaptadores, foram
descartadas.

A seguir, as sequéncias derivadas das bibliotecas de L. longipalpis foram
mapeadas utilizando-se o programa Bowtie versdo 1.1.1 — (Langmead et al., 2009)
contra possivel contaminante derivado do RNA ribossomal 2S

(TCTCGGAAACTGCATGGACCACGTATGGTTGAGTGTCGTAAAATAGCAAT)

(Pavlakis et al., 1979), uma vez que n&o foi feita deplecdo de rRNA durante o preparo
das bibliotecas. Somente as sequéncias ndo mapeadas nesse processo foram
utilizadas para predigao de miRNAs.

4.3 Identificagdo de miRNAs baseada no genoma disponivel

Para predicdo dos miRNAs de L. longipalpis e A. aegypti, foi utilizado o
programa miRDeep2. Este programa permite a identificagdo de miRNAs em
bibliotecas de pequenos RNAs derivados de sequenciamento em larga escala.

Foram utilizados dois scripts do pacote miRDeep2: mapper.pl e miRDeep2.pl.
O primeiro tem por finalidade mapear as sequéncias no genoma de referéncia
indexado. O segundo, por sua vez, consiste no core do programa, o qual estende
regides mapeadas no genoma, através do primeiro script, e avalia a estrutura
secundaria do precursor, bem como similaridade com miRNAs ja anotados (quando
utilizados como input ou modelo).

Para o primeiro script, foram utilizados os parametros: -d -e -h -i -7 -m -v
-p. O parametro —-d permite utilizacdo de multiplas bibliotecas cuja identificacdo é
dada em um arquivo de texto chamado config.txt. O parametro —e indica que as

bibliotecas estdo em formato fastqg; -h refere-se a transformacao desse formato em


http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html
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fasta; -1 indica que as sequéncias sao de RNA e devem ser transformadas no
alfabeto de sequéncias DNA. Além disso, quaisquer outras posi¢ées que contenham
caracteres diferentes de a,c,g,t,u,n,A,C,G,T,U,N sao excluidas, mediante o
parametro —7.

Para o segundo script, foi utilizado o parédmetro referente ao nome do arquivo
gue continha as sequéncias de miRNAs maduras, os demais parametros utilizados
foram default.

Por se tratar de um organismo bem caracterizado, as bibliotecas derivadas de
D. melanogaster nao foram submetidas a processo de predicao de miRNAs. Nesse
caso, foram utilizadas as sequéncias anotadas disponiveis no banco de dados

miRBase (versao 21).

4.3.1 Lutzomyia longipalpis

Por se tratar de um genoma cuja montagem e anotagéo nao estao finalizados,
e por esse motivo nao existir miRNAs anotados, foram utilizados os miRNAs do subfilo
Hexapoda (TABELA 3), disponiveis no banco de dados miRBase (v.21) como modelo
para que o miRDeep2 realizasse a predicado dos miRNAs de L. longipalpis.



Tabela 3: Namero de miRNAs e precursores do subfilo Hexapoda disponiveis no miRBase

(versao 21) e utilizados para predicao em Lutzomyia longipalpis.

miRBase — versao 21

Acrénimo Organismo mirnas miRNAs Versao do genoma

aae Aedes aegypti 101 124 Aaegl 1

aga Anopheles gambiae 66 65 AgamP3

ame Apis melifera 254 259 AMEL4.5

api Acyrthospiphon pisum 123 103 Acyr 2.0

bmo Bombyx mori 487 563 SILKDB2.0

cqu Culex quinquefasciatus 76 75 CpipJ1

dan Drosophila ananassae 76 75 dana_r1.3_FB2010_03
der Drosophila erecta 81 78 dere_r1.3_FB2010_02
dgr Drosophila grimshawi 82 72 dgri_r1.3_FB2010_02
dme Drosophila melanogaster 256 466 BDGP5.0
dmo Drosophila mojavensis 71 71 dmoj_r1.3_FB2010_02
dpe Drosophila persimillis 75 69 dper_r1.3_FB2010_02
dps Drosophila pseudoobscura 210 273 dpse_r2.26_FB2012_01
dse Drosophila sechellia 78 76 dsec_r1.3_FB2010_02
dsi Drosophila simulans 135 178 dsim_caf1

dvi Drosophila virilis 134 237 FB2011_07

dwi Drosophila willistoni 77 72 dwil_r1.3_FB2010_02
dya Drosophila yakuba 76 75 dyak_caf1

hme Heliconius melpomene 92 97 HelMel1.1

Imi Locusta migratoria 7 14 N/C

mse Maduca sexta 98 93 Msex1.0

ngi Nasonia giraulti 32 32 N/C

nlo Nasonia longicornis 28 28 N/C

nvi Nasonia vitripennis 53 53 Nvit_2.0

tca Tribolium castaneum 220 430 Tcas3.0

mirnas: Precursores; miRNAs: Sequéncias maduras; N/C: Nao consta
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Para aumentar a cobertura da predi¢ao, foram incluidas todas as bibliotecas de

L. longipalpis sequenciadas (TABELA 4 — topico 5.1). Todavia, somente as replicatas

de uma mesma origem (isto é, pool de L. longipalpis infectados e coletados em

diferentes tempos) foram utilizadas para as analises de comparagao das sequéncias

de miRNAs maduros.
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4.3.2 Aedes aegypti

Para melhorar a anotagcdo dos miRNAs de A. aegypti, as bibliotecas de
pequenos RNAs derivadas desse organismo foram submetidas a predicdo de miRNAs
pelo mesmo programa, tendo o arquivo “modelo” substituido por outro no qual

constam os 101 miRNAs da espécie, disponiveis no banco de dados miRBase (v.21).

4 .4 |dentificagdo de miRNAs baseada em comparag&o com organismos proximos

Todos os miRNAs de D. melanogaster disponiveis no miRBase (v.21) foram
utilizados como referéncia para mapeamento das sequéncias derivadas das
bibliotecas de L. longipalpis e de A. aegypti. Além disso, os miRNAs previamente
preditos e curados de cada uma dessas espécies também foram utilizados como
referéncia para mapear as bibliotecas derivadas dos diferentes organismos
estudados.

Essas analises foram realizadas através do programa Bowtie (versdo 1.1.1),
parametros -n 0 -1 9 -v 2. O parametro —n refere-se ao numero de mismatches
permitidos na regido da seed, e cujo tamanho €& definido pelo parametro -1. O
parametro —v, por sua vez, indica o numero de mismatches aceitos. Como se pode
perceber, a analise foi estringente ao definir a seed (-1 ) como uma sequéncia de
tamanho superior a definigédo real (nucleotideos nas posi¢des 2 a 7 da extremidade 5’
do miRNA). Além disso, ndo foram aceitos mismatches nessa regido (-n 0).

Os miRNAs cujas sequéncias mapeadas apresentaram: perfil de tamanho entre
19 e 24 nt; expressdo em mais de uma biblioteca da triplicata avaliada, e que estavam
ausentes na predigdo anterior (utilizando somente o genoma de referéncia do
organismo do qual as bibliotecas foram derivadas), passaram a ser referidos como
mMiRNAs derivados de regides do genoma nao presentes na versdo da montagem
utilizada. Além disso, todas as bibliotecas foram mapeadas contra os virus com os
quais os organismos foram infectados a fim de avaliar possiveis contaminag¢des entre
as amostras durante o preparo das bibliotecas. As propor¢gdes dos miRNAs avaliados
entre as bibliotecas também foram consideradas a fim de garantir que os resultados

encontrados fossem acurados.
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4.5 Andlise da presenca de SNPs nos miRNAs identificados por comparagao com

organismos proximos

A fim de garantir que os miRNAs identificados através do mapeamento direto
das bibliotecas nos miRNAs de outros organismos nao fossem oriundos de artefato
ou de contaminagdo entre as bibliotecas, foi feita analise da presengca de
polimorfismos unicos de nucleotideos (SNPs) que poderiam ser reflexo da diferenca
entre o MiIRNA nestes organismos. Deste modo, era esperado que os miRNAs
compartilhados e cuja sequéncia nao fora identificada previamente no organismo do
qual as bibliotecas foram preparadas, apresentassem alguns nucleotideos diferentes
dos seus respectivos ortdlogos. Esta diferenga, no entanto, ndo deveria ser observada
na regido da seed.

Para isto, os resultados do mapeamento das bibliotecas contra os miRNAs
oriundos dos demais organismos foram avaliados utilizando o programa Tablet
(versédo 1.15.09.01) (Milne et al., 2013). Sequéncias com percentual de mismatches
igual ou superior a 0,6% (percentual escolhido com o objetivo de evitar alteragdes por
erro de sequenciamento, invés de SNPs) tiveram as posi¢gdes de seus nucleotideos
verificadas a fim de identificar o correto nucleotideo daquela posicdo. Frequéncias
similares de nucleotideos diferentes na mesma posi¢cao foram consideradas formas

alternativas e ambos nucleotideos foram reportados como corretos.

4 .6 Curadoria manual

Os miRNAs preditos através do programa miRDeep2 foram submetidos a
curadoria manual. O n&o atendimento a 3 ou mais critérios, ou 0 ndo atendimento de
pelo menos duas caracteristicas importantes — assinaladas por “ * ” — foram utilizados
como critérios de exclusdo dos miRNAs preditos das analises subsequentes. Além
disso, em caso de duvidas, utilizou-se a frequéncia minima de 100 mapeamentos
totais no miRNA como critério de exclusao.

Nesta etapa, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

e Estrutura do grampo (*): a estrutura (presenca de bolhas entre 8-20 nt, presenca
de 2-3 nt 3’ overhang) e o tamanho (60-80 nt) foram verificados, uma vez que s&o
importantes caracteristicas para correto processamento do miRNA pelas enzimas
Drosha e Dicer (Lee et al., 2003; Forstemann et al., 2005; Jiang et al., 2005; Saito
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et al., 2005; Tomari e Zamore, 2005; Zeng et al., 2005; Macrae et al., 2007; Ruby
et al., 2007; Tsutsumi et al., 2011; Okamura et al., 2013; Starega-Roslan et al.,
2015b);

Distribuicdo de tamanho das sequéncias mapeadas (*): A maioria dos miRNAs
descritos para insetos apresenta tamanho entre 20 e 24 nt (Revisado por
Bartel, 2004b). Assim, foram avaliados se os perfis de tamanho do miRNAs
preditos se enquadravam majoritariamente nessa faixa;

Auséncia de anotagao de outros genes/RNAs disponiveis no banco de dados
Vector Base (*) (Giraldo-Calderon et al., 2015);

JBrowse: presenca de phasing e origem em ambas as fitas n&do deveriam ser
encontrados (*) (Skinner et al., 2009; Chiang et al., 2010);

Auséncia de conflito com regides repetitivas obtidas através de analise pelo
programa Repeat Masker (Smit, 1996; Chiang et al., 2010);

Reprodutibilidade: o miRNA deve estar presente em mais de uma biblioteca
analisada;

Homogeneidade: = 70% de todas as sequéncias mapeadas no miRNA devem
iniciar-se na mesma posicao 5, uma vez que as variagbes na posi¢cao dos
nucleotideos iniciais ocasionam alteracao de seed e, deste modo, dos respectivos
alvos (Chiang et al., 2010; Marco et al., 2010);

Presencga de sequéncia passageira, para garantir que os miRNAs derivaram de um
mesmo precursor e nao representam mapeamento inespecifico (Chiang et al.,
2010);
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4.7  Anotagcdo de miRNAs

ApoOs a predigdo baseada na versdo do genoma disponivel, ou identificacao
através de comparagdo com organismos proximos, e curadorias, os miRNAs de L.
longipalpis foram anotados segundo ortologia (isto é, receberam a mesma numeragao
do miRNA com o qual apresentaram maior similaridade) e armazenados em formato
GFF3.

Arquivos GFF3 sdo arquivos de anotagédo formados por 9 colunas (separadas
por espagamento tabular), cuja sequéncia anotada recebe uma identificagdo univoca
e suas posigdes inicial e final do genoma sao indicadas.

Além disso, sao incluidas a orientagdo no genoma (fita positiva ou negativa) e
outros atributos que auxiliem no seu rastreamento. Esses arquivos podem ser tipo
especifico (exemplo: GFF3 de anotagdo de miRNAs) ou podem conter toda a
anotagao referente a determinado genoma (como regides codificadoras, tRNA,
introns, entre outros — em um mesmo arquivo).

A mesma metodologia foi aplicada para melhoria da anotagdo dos miRNAs de
A. aegypti, uma vez que parte deles se encontra na base de dados miRBase e parte
esta disponivel em dados da literatura (quando identificados e ainda nao anotados)
(Akbari et al., 2013; Hu et al., 2015).

4.8  Andlises comparativas

4.8.1 miRNAs compartilhados entre os trés organismos

Os mirnas unicos, isto é, apenas uma copia de cada precursor (quando
existirem mais de uma) em um mesmo organismo, foram analisados com o objetivo
de verificar sua presenga em cada espécie. Para isso, foi gerado um diagrama de
Venn atraveés da ferramenta disponivel online no endereco:
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.

Os miRNAs maduros gerados por cada um dos precursores foram avaliados a
fim de verificar sua presengca em cada organismo. Aqueles cuja existéncia foi
compartilhada, foram considerados conservados e aqueles encontrados em apenas

uma das espécies foram classificados como n&o- conservados. Ambos os grupos


http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

53

foram tratados separadamente para as analises de expressao e perfil de tamanho, as
quais serao descritas em topicos posteriores.

4.8.2 Origem gendmica dos miRNAs

Os arquivos GFF3 referentes aos miRNAs (identificados nos genomas
disponiveis) anotados para cada um dos trés organismos estudados foram
comparados com o GFF3 de anotacdo gendmica total, através do programa
IntersectBed (v2.17.0) (Quinlan e Hall, 2010). Os resultados das analises foram
plotados no programa R (Team, 2011).

Nessa etapa nao foram utilizados os miRNAs identificados através da

comparagao com organismos proximos.

4.8.3 Avaliacao da expressao

Para analise de expressao dos miRNAs curados manualmente, as bibliotecas
de pequenos RNAs de cada organismo foram mapeadas contra seus respectivos
miRNAs através do programa Bowtie, permitindo-se 1 mismatch (no caso dos miRNAs
anotados apos predicdo com miRDeep2) ou 2 mismatches fora da seed (no caso dos
miRNAs anotados através da analise de comparagdo com organismos proximos).

Além disso, as sequéncias mapeadas foram filtradas por tamanho, entre 19 e
24 nt e a soma destes foi utilizada para normalizacdo de “sequéncias por milhao”
(RPM), cuja média das triplicatas foi comparada entre as espécies. A normalizagéo
por RPM refere-se a contagem de determinada sequéncia, dividida pela somatoria das
sequéncias mapeadas e multiplicada por 1 milhdo. Os miRNAs foram ordenados em
ordem decrescente segundo a expressao (em RPM) de D. melanogaster e sua
correlagao foi avaliada através do teste correlagao de Pearson utilizando o programa
R por meio da fungdo embutida cor.test.

Os 20 miRNAs mais expressos em cada organismo foram comparados
segundo sua ordem de expressédo. A partir da contagem normalizada (RPM), seguiu-
se a verificacdo do percentual correspondente, dividindo-se o RPM de cada miRNA

pela soma dos RPMs de todos os miRNAs mapeados nas bibliotecas do organismo.
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4.8.4 Expressao dos miRNAs segundo origem no precursor de cada brago no

grampo do pre-miRNA

O miRNA foi nomeado de forma diferente, de acordo com a origem no
precursor, isto €, recebeu os sufixos -5p e -3p caso derivasse das por¢des 5 ou 3’ do
grampo, respectivamente, as quais sdo também conhecidas como “bragos”. Essa
nomenclatura seguiu o padrao adotado pelo miRBase.

Desse modo, a expressao de cada “brago” € diferente e pode-se calcular a
razdo (ratio) dessa expressado. Essa analise ja foi realizada em outros trabalhos sob o
nome de Relative Arm Usage — uso relativo do brago, em tradugéo livre (Marco et al.,
2010).

Para calcular a expressao relativa dos miRNAs em cada braco, a contagem
normalizada de cada miRNA derivada do brago 5p foi dividida pela contagem
normalizada do miRNA derivado do brago 3p do mesmo precursor. Os valores foram
plotados em escala logaritmica. Valores positivos, referem-se a maior expresséo do
braco 5p e os valores negativos, por sua vez, referem-se a maior expressao do brago
3p. O valor 0 indica expressao idéntica de ambos os bragos. A correlacdo entre a
expressdo dos miRNAs de espécies diferentes foi avaliada através do teste de
correlagao de Pearson no programa R, por meio da fungao cor.test.

Para analise da diferenca de expressao dos miRNAs conservados em cada
organismo, foi calculado o ratio de cada miRNA conservado entre os insetos,
dividindo-se seu valor RPM pelo respectivo valor correspondente em outro inseto. A
seguir, foi calculado o desvio-padrdo (0) da média de todas as razdes através da
funcdo desvpad.a do programa Microsoft Excel (Pacote Office 2016 — sistema
operacional Windows). Os valores ratio diferentes em pelo menos 1,50 foram
considerados “discrepantes” e os demais valores “similares”. Onze miRNAs de cada
grupo foram, entdo, analisados estatisticamente a fim de verificar padrdes de
expressao que permitissem entender as diferencas observadas.
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4 8.5 Perfil de tamanho dos miRNAs

As sequéncias mapeadas em cada miRNA foram separadas segundo seu
tamanho através de scripts em Perl (desenvolvido por membros do Laboratorio de
RNA de Interferéncia — ICB/UFMG) e plotadas em R, por meio da fungdo heatmap.2
do pacote ggplots.

Essas analises também foram feitas utilizando-se normalizagdo por Z-score
através de script desenvolvido em Perl, tal como mencionado anteriormente. De forma
resumida, a média das sequéncias mapeadas de tamanho entre 19 e 25 nt foi
subtraida da contagem de mapeamento por tamanho, dividindo-se o valor encontrado
pelo desvio-padrdo da média. Os resultados foram plotados usando a linguagem R.

4.8.6 Enriquecimento de base

Para avaliar os padrdes moleculares associados aos miRNAs, foi verificada a
preferéncia de base da posicdo 5 dos pequenos RNAs mapeados nos miRNAs
descritos.

A partir da contagem total de nucleotideos por posi¢ao, seguiu-se a verificagao
do percentual correspondente, dividindo-se o valor obtido para cada nucleotideo pelo
numero total de nucleotideos na posic¢ao referida.

4.8.7 Comparacao de miRNAs conservados e com perfis de tamanho distintos entre

0S organismos

Os perfis de tamanho dos miRNAs conservados foram categorizados conforme
similaridade entre os trés insetos em: a) idéntico — quando o pico no heatmap em
todos os organismos apresentou dominancia de um dos tamanhos;

b) similar — quando o pico apresentou dominéncia por um dos tamanhos e
ligeira variacdo entre os demais; c) discrepante — quando ndo atendeu as exigéncias
anteriores. Foram escolhidos 10 miRNAs para avaliacdo estatistica de tamanho e
estabilidade dos precursores preditos e comparados a um grupo “controle”.

Para isto, foi feita verificagdo do tamanho do grampo, bem como o grau de
estabilidade — conferido pelo MFE — através do programa RNAfold (verséo 2.1.9)
(Hofacker, 2003). Os valores obtidos foram comparados com os resultados de outros
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miRNAs conservados cujo perfil de tamanho ndo variou entre os insetos. A tabela dos

miRNAs usados nesta analise (TABELA 12) encontra-se no topico 5.5.

4.8.8 Avaliagao das diferencas de perfis de miRNAs segundo expressao e tamanho

A fim de entender as diferencas observadas nos perfis de alguns miRNAs, foi
criado um sistema para atribuir valor a cada caracteristica conservada. Neste, sao
atribuidos pesos as caracteristicas analisadas. A contribuicdo dos scores parciais
pode ser interpretada segundo TABELA 4.

Tabela 4: Scores para avaliagao das caracteristicas dos miRNAs conservados

Score Caracteristica Significado
2 Expressao Expressao conservada
1 Expresséao Expressao discrepante
2 Perfil de tamanho Perfil idéntico nas 3 espécies
1 Perfil de tamanho Perfil similar nas 3 espécies
0 Perfil de tamanho Perfil discrepante entre as espécies

Como é possivel verificar, os scores parciais variaram entre 0 e 2, segundo
caracteristica avaliada. O perfil de tamanho apresenta trés atribuigdes possiveis:

a) perfil idéntico — quando heatmap apresentou prevaléncia de tamanho
idéntica em todos os organismos; b) perfil similar — quando o heatmap apresentou
dominancia por um tamanho, mas houve variagdo em um ou mais heats; c) perfil
discrepante — quando nao é possivel identificar as similaridades mencionadas

anteriormente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bibliotecas de pequenos RNAs

Na TABELA 5 estdo indicadas as bibliotecas utilizadas, o numero de sequéncias
inicial, 0 numero de sequéncias apos pré-processamento e o numero de sequéncias

mapeadas no respectivo genoma de referéncia.

Tabela 5: Nimero de sequéncias apés pré-processamento e seu respectivo mapeamento no

genoma.

Numero de

Biblioteca Organismo sequéncias Apos pre- 0 Mapeadas no genoma (%)
T inicial processamento (%)
1 Llo* 12.546.269 11.050.675 (88,08) 8.466.872 (76,61)
2 Llo* 16.630.933 16.378.540 (98,48) 12.389.829 (75,65)
3 Llo* 10.679.360 3.579.913 (33,52) 2.719.107 (75,95)
4 Llo* 9.463.241 3.357.798 (35,48) 2.353.024 (70,08)
5 Llo* 8.766.757 4.128.224 (47,09) 2.615.516 (63,36)
6 Llo 8.500.448 3.902.405 (45,91) 2.893.103 (74,14)
7 Llo 8.109.613 2.713.458 (33,46) 1.778.859 (65,56)
8 Llo 8.587.131 4.345.701 (50,61) 3.034.281 (69,82)
9 Llo* - 9.916.482 7.982.228 (80,49)
10 Llo* - 6.841.508 4.840.232 (70,75)
11 Aae 11.101.469 10.561.397 (95,14) 9.427.128 (89,26)
12 Aae 16.702.736 15.867.172 (95,00) 14.113.442 (88,95)
13 Aae 17.333.444 15.212.488 (87,76) 12.859.115 (84,53)
14 Dme 24.474.261 21.695.377 (88,65) 14.098.022 (64,98)
15 Dme 15.786.440 15.779.078 (99,95) 11.448.335 (72,55)
16 Dme 4.234.079 4.231.439 (99,94) 3.188.759 (72,36)

Llo: Lutzomyia longipalpis; Aae: Aedes aegypti;, Dme: Drosophila melanogaster; *: Biblioteca n&o-
utilizada nas analises comparativas.
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5.2 Identificacdo e anotacido de miRNAs e precursores

Através do pipeline inicial (FIGURA 8B) foram identificados 94 precursores de
mMiRNAs em L. longipalpis e 130 em A. aegypti. Comparados aos 256 precursores de
mMiRNAs existentes em D. melanogaster, tal resultado sugere que provavelmente
ainda ndo foram identificados todos os miRNAs dos demais insetos. Além disso,
menos de 50 precursores foram identificados como conservados entre as trés
espécies, dos quais estavam ausentes alguns dos miRNAs mais expressos em D.
melanogaster (como miR-1 e miR-8), cuja funcao esta relacionada, entre outras coisas,
a regulacdo da diferenciagdo do musculo cardiaco e ao padrdo de pigmentagéo e
habilidade de eclosédo, respectivamente.

Para verificar se a era possivel expandir o numero de miRNAs identificados, as
bibliotecas de miRNAs de A. aegypti foram mapeadas contra os miRNAs de L.
longipalpis e de D. melanogaster (0 mesmo foi feito para L. longipalpis). Esta etapa
permitiu encontrar novas sequéncias por comparagdo com organismos proximos e,
portanto, foi adicionada ao pipeline inicial (FIGURA 8C).

A estratégia global (FIGURA 8) permitiu a identificacdo de 124 precursores em
L. longipalpis, dos quais derivam pelo menos 206 miRNAs maduros. E importante
ressaltar que o numero de novos precursores anotados em L. longipalpis através da
comparagao com organismos préoximos (30) corresponde a aproximadamente 1/3 dos
94 inicialmente anotados. A n&o identificacdo destas sequéncias pelo programa
miRDeep2 pode ser explicada pelo fato de o mesmo utilizar o genoma disponivel como
referéncia, o qual ainda esta em fase de montagem e anotacgao.

Quando aplicada a A. aegypti, a mesma metodologia permitiu ampliar a
anotagao de precursores e de miRNAs depositados no miRBase (v.21). Houve o
acrescimo de 48 precursores e 84 miRNAs maduros, aos 101 precursores e 124
miRNAs ja anotados, o que corresponde a um aumento de 47,5% e 67,7% precursores
e miRNAs maduros, respectivamente. Além disso, as origens dos miRNAs segundo o
braco do precursor (isto €, derivadas da porgao 5 e 3’ — sufixos -5p e -3p,
respectivamente) também foram acrescentadas a todos os miRNAs ja anotados que
nao dispunham de tal informacgéao.

Os miRNAs nao identificados pelo programa miRDeep2 foram entdo analisados
segundo a presenga em mais de uma biblioteca, tamanho conservado entre 19 e 24
nt e quanto a presenca de SNPs, com o objetivo de encontrar diferengas nos miRNAs
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maduros que refletissem a sequéncia do genoma do qual se originaram. Como
discutido anteriormente, as familias de miRNAs apresentam alta conservacéo da seed
entre seus membros, porém a identidade total de uma sequéncia pode ser de
aproximadamente 85% a 95% (como observado na FIGURA 6, para a familia do let-7).
Portanto, é factivel sugerir que o percentual restante da variagdo seja devido a
pressdo evolutiva imposta pelos alvos, quanto pela evolugdo natural do genoma no
qual o miRNA deriva.

O programa Tablet identifica o percentual de mismatches encontrados nas
sequéncias utilizadas e sinaliza os nucleotideos que variaram em determinada
posicdo (SNPs), sendo possivel identificar casos em que dois ou mais nucleotideos
podem ser igualmente encontrados. E possivel verificar que os percentuais da
presenca de SNPs em cada miRNA varia de forma diferente entre os organismos
comparados (TABELA 6). Em D. melanogaster, por exemplo, miRNA miR-87-3p
apresenta apenas 0,2% de mismatches, contrastando com os 9,6% apresentados em
L. longipalpis.

Os miRNAs cujos percentuais de mismatches s&o mais similares entre esses
dois organismos foram encontrados em miR-281-1-5p e miR-13b-3p. Ainda assim, as
sequéncias observadas variam entre eles. Em A. aegypti, miR- 956-5p apresenta o
maior percentual de SNPs (9,2%), percentual este que varia apenas 0,2% em D.
melanogaster.

Tais resultados, portanto, sugerem que os miRNAs identificados através da
comparagao com organismos proximos nao derivam de artefatos ou contaminagéo
cruzada entre as bibliotecas. Provavelmente os loci correspondentes a estes miRNAs
nao estdo presentes nas versbes montadas dos genomas de A. aegypti e L.
longipalpis utilizados como referéncia para o mapeamento das bibliotecas. Logo, estes
miRNAs podem ser considerados conservados entre os organismos, embora isto
ainda deva ser confirmado por sequenciamento do genoma ou analise de contigs n&o

incorporados na montagem final.
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Tabela 6: Analise da presenga de SNPs em miRNAs

Mismatch (%) em

Mismatch (%) em

Dme - sequéncia ap6s analise de

miR Lio Dme SNPs Aae - seauéncia anos analise de SNPs
llo-miR-87-3p 9,6 0,2 T[TGAGCAAJAATTTCAGGTGTG A[TGAGCAAJATTTTCAGGTGTG
llo-miR-305-3p 9,6 0,2 C[GGCACAT]GTTGAAGTACACTCA C[GGCACATIGTTGGAGTACACTCA
llo-miR-980-3p 9,3 0,2 T[AGCTGCC]JTTGTGAAGGGCTTA T[AGCTGCC]JTTACGAAGGGCTTA
llo-miR-318-3p 9,2 0,1 T[CACTGGG]CTTTGTTTATCTCA T[CACTGGG]CTTAGTTTAGCTCA
llo-miR-282-3p 9,1 0,2 A[CATAGCC]TATAAGAGGTTAGG A[CATAGCC]TGAAAGAGGTTAGG
llo-miR-1-5p 9,1 0,1 C[CATGCTT]CCTTGCATTCAATA C[CATGCTTICCTTGCATTCGGTA
llo-miR-306-5p 57 0,2 T[CAGGTAC]TTAGTGACTCTCAA T[CAGGTAC]TGAGTGACTCTCAA(G)
llo-miR-989-3p 53 0,2 TI[GTGATGT]GACGTAGTGGAA TI[GTGATGT]GACGTAGTGGTA
llo-miR-282-5p 5 0,6 T[AGCCTCT]JACTAGGCTTTGTCT(A)GT T[AGCCTCT]CCTAGGCTTTGTCTGT
llo-miR-281-1-5p 5 4,3 A[AAGAGAG]CTG(A)TCCGTCGACAGT A[AAGAGAG]JCTATCCGTCGACAGT
llo-miR-283-5p 4,9 0,1 T[GACTAGA]JTTTCATGCTCGTCT TI[GACTAGA]JTTACATGCTCGTCT
llo-miR-2a-1-5p 3,2 0,3 C[TCTCAAAJGTGGCTGTGAAAC C[TCTCAAAIGTGGCTGTGAAAT
llo-miR-281-3p 2,9 0,2 TI[GTCATGGJAATTGCTCTCTTTGT TIGTCATGGJAATTGCTCTCTTTAT
llo-miR-2a-1-3p 24 3,8 T[ATCACAG]CCAGCTTTGAT(G)GAGC T[ATCACAG]CCAGCTTTGAA(T)GA
llo-miR-92a-3p 2,1 0,2 T[ATTGCAC]TTGTCCCGGCCTAT T[ATTGCAC]TTGTCCCGGCCTG(A)T
llo-miR-2b-3p 1,1 1 T[ATCACAG]CCAGCTTTGAG(T)GAGC T[ATCACAG]CCATTTTGAC(T)GAGCT
llo-miR-13b-3p 0,7 04 T[ATCACAG]CCATTTTGACGAGTT T[ATCACA(C)G]CCATTTTGACGAGTT
llo-miR-263a-5p 0,6 0,2 A[ATGGCAC]TGGAAGAATTCACGGG A[ATGGCA(C)C]TGGAAGAATTCACGGG
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Tabela 6: Analise da presenga de SNPs em miRNAs (continuagao).

miR Mismatch (%) em Mismatch (%) em Dme - sequéncia apds analise de Aae - seauéncia apés analise de SNPs
Llo Dme SNPs
aae-miR-956-5p 9,2 0,2 GI[TGTTTGG]JAATGGTCTCGTTAGCT G[CGTTTGAJAATGGTCTCGTTAACT
aae-miR-2a-5p 4 0,3 C[TCTCAAAIGTGGTTGTGAAATG A[CTCTCAAJAGTGGC(T)TGTGAAA
aae-miR-956-3p 3,6 0,1 T[TTCGAGA]JCCACTCTAATCCATT T[TTCGAGA]JCCACTC(G)T(C)AAT(A)CCATT
AG(T)GA
aae-miR-2b-3p 3 1 -IC;[ATCACAG]CCAGCTTTG (NGAG T[ATCACAG]CCAGCTTTGAA(T)GAGCA
aae-miR-304-5p 1,4 0,1 T[AATCTCAJATTTGTAAATGTGAG T[AATCTCAJAT(A)TTGTAAAT(A)GTGAG
aae-miR-2a-3p 1,3 3,8 T[ATCACAG]CCAGCTTTGAAG T[ATCACAG]CCAGCTTTGAA(T)G
-miR-92b- 1
aae-miR-92b-3p 0.3 AJAT(SIATGCACITAGTCCCGG A(T)[ATTGCAC]TTGTCCCGGCCTGC(T)
CCT (A|G)GC

aae-miR-92a-3p 0,9 0,2 TIATTGCAC]TTGTCCCGGCCTAT T(A)[ATTGCAC]TTGTCCCGGCCTAT
aae-miR-281-3p 0,6 0,2 T[GTCATGG]JAATTGCTCTCTTTA TI[GTCATGG]JAATTGCTCTCTTTA(T)
aae-miR-276-5p 0,6 0,2 A[GCGAGGT]ATAGAGTTCCTAC A[GCGAGGT]ATAGAGTTCCTAC(T)

miR: miRNA; Llo: L. longipalpis; Dme: D. melanogaster; Aae: A. aegypti; SNPs: Polimorfismo Unico de sequéncias. As diferengas encontradas foram
ressaltadas em vermelho e entre parénteses estdo as alternativas aos nucleotideos imediatamente a esquerda da posigao em que se encontram. O simbolo | ”
indica que ambos os nucleotideos apareceram em frequéncias similares sendo, portanto, considerados igualmente possiveis naquela posi¢ao. Os colchetes “[]“
indicam a seed, compreendendo dos nucleotideos 2 a 8.
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A comparagao entre o numero de precursores e de miRNAs anotados frente
aos dados atualmente disponiveis no miRBase para A. aegypti e D. melanogaster é
apresentada (TABELA 7), sendo possivel concluir que a metodologia desenvolvida é
robusta e capaz de superar problemas decorrentes do estado de montagem e
anotagao do genoma do organismo estudado.

Todavia, um aspecto que restringe o numero de miRNAs anotados para L.
longipalpis e A. aegypti refere-se ao numero de espécies de insetos estudadas. Em
outras palavras, a aplicagao do pipeline a outros organismos da ordem Diptera pode
permitir anotacdo de novas sequéncias ausentes até o momento, ressaltando

similaridades ou diferengas entre esses organismos.

Tabela 7: Resumo de precursores e miRNAs maduros anotados em cada organismo.

Sequéncias encontradas nos genomas disponiveis

Llo Dme Aae

Precursor 94 256 130

miRNA maduro 163 466 198

Precursores disponiveis no miRBase (v.21) 0 256 101
miRNAs maduros disponiveis no miRBase 0 466 124

Sequéncias unicas encontradas através de comparagao com organismos proximos

Llo Dme Aae
Precursor 30 0 9
miRNA maduro 43 0 10
Mapeado no precursor de D. melanogaster 27 0 9
Mapeado no precursor de A. aegypti 3 0 0
Mapeado no precursor de L. longipalpis 0 0 0

Sequéncias Totais (incluindo copias)

Llo Dme Aae
Precursor 124 256 149
miRNA maduro 206 466 208

Llo: L. longipalpis; Dme: D. melanogaster; Aae: A. aegypti.
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5.3 Conservagéo de miRNAs e precursores entre os insetos estudados

Foram encontrados 75 precursores compartilhados

(TABELA 8) e 70

precursores de copia unica conservados entre os trés insetos estudados (FIGURA 9) o

que corresponde a 61,4% e 82,3% de todos os precursores unicos de A. aegyptie L.

longipalpis, respectivamente.
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Figura 9: Precursores unicos conservados entre os diferentes insetos analisados. Dos
mirnas anotados e/ou disponiveis no banco de dados miRBase (v.21), 11 precursores uUnicos
foram encontrados apenas em Llo. Destes, a grande maioria (8 mirnas) foram preditos e curados
neste trabalho e ndo apresentam ortologia com outros organismos. Em Aae foram encontrados
26 precursores uUnicos, dos quais 15 sédo espécie-especificos. Em Dme, o numero de precursores
unicos encontrados foi de 157. Quanto aos mirnas compartilhados entre as trés espécies, foram
encontrados 70 precursores unicos. Llo: L. longipalpis; Aae: A. aegypti; Dme: D. melanogaster.
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Tabela 8: pre-miRNAs conservados entre trés organismos da ordem Diptera.

pre-miRNAs conservados entre L. longipalpis, D. melanogaster e A. aegypti

bantam mir-190 mir-2a mir-4 mir-970
let-7 mir-193 mir-2b mir-4968 mir-980
mir-1 mir-210 mir-304 mir-5 mir-981
mir-10 mir-219 mir-305 mir-7 mir-989
mir-100 mir-252 mir-306 mir-79 mir-993
mir-1000 mir-263 mir-307a mir-8 mir-996
mir-11 mir-275 mir-308 mir-87 mir-998
mir-12 mir-276 mir-314 mir-927 mir-999
mir-124 mir-277 mir-315 mir-929 mir-9a
mir-125 mir-278 mir-316 mir-92a mir-9b
mir-133 mir-279 mir-317 mir-92b mir-9c
mir-137 mir-281 mir-318 mir-932 mir-iab-4
mir-13b mir-282 mir-31a mir-956 mir-iab-8
mir-14 mir-283 mir-33 mir-957
mir-184 mir-285 mir-34 mir-965

Entre os precursores compartilhados por A. aegypti e L. longipalpis, s&o
encontrados mirnas de Bombyx mori — bicho da seda — (mir-2778 e mir-2765);
Anopheles gambiae (mir-1889); Culex quinquefasciatus (mir-1889); Apis melifera
— abelha — (mir-2765 e mir-2944); Tribolium castaneum (mir-2944); Heliconius
melpomene, Acyrthosiphon pisum e Manduca sexta (mir-2765).

Dos miRNAs derivados de precursores compartilhados apenas entre D.
melanogaster e L. longipalpis, mir-995 parece estar presente no ancestral comum dos
trés insetos avaliados no presente trabalho, como proposto por Marco (2014). Deste
modo, sua auséncia em mosquitos sugere que estes o perderam. O precursor mir-4,
por sua vez, faz parte do grupo ou cluster mir-30976, o qual codifica um transcrito
policistrénico que gera 8 miRNAs conservados e que foi inicialmente proposto como
especifico do género Drosophila. No entanto, esse miRNA € um homodlogo de mir-9 e
foi reportado em A. aegypti (Ninova et al., 2014).

A existéncia de miRNAs compartilhados apenas entre D. melanogaster e A.
aegypti, também pode indicar a perda destas sequéncias em L. longipalpis, bem como

limitagBes técnicas para sua descoberta.
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Quanto aos precursores ndo compartilhados entre os trés insetos, foram
encontradas 8 novas sequéncias em L. longipalpis, as quais nao apresentam
similaridade com outras espécies. Estas sequéncias foram nomeadas como llo- mir-
new1 a llo-mir-new8 e apenas uma delas gera miRNAs maduros de ambos os bragos
(llo-mir-new2). Em A. aegypti, dos 26 precursores unicos ndo- conservados, 15 ndo
possuem ortdlogos descritos. Grande parte desses miRNAs ja foi reportada em
estudos anteriores (Akbari et al., 2013; Hu et al.,, 2015). Neste trabalho, sua
nomenclatura foi sistematizada de acordo com as regras do miRBase apenas nesse
trabalho.

Quanto as sequéncias maduras, foram encontrados 109 miRNAs
compartilhados pelos trés organismos que corresponde a aproximadamente 50% de
todos os miRNAs de A. aegyptie de L. longipalpis e cerca de 23% em D. melanogaster.

A TABELA 9 apresenta os miRNAs maduros que sdo compartilhados entre as
espécies estudadas. Nela figura um dos primeiros miRNAs descritos (let-7) — cuja
descoberta se deu no verme C. elegans (Pasquinelli et al., 2000). Let-7 apresenta
funcdo ligada ao controle temporal da diferenciagdo celular durante a mudanga do
estagio larval para o estagio adulto do desenvolvimento desse verme e sua
conservagao € descrita em eucariotos (Pasquinelli et al., 2000). Além de let-7, s&o
observados miRNAs envolvidos em processos de: regulagdo hormonal (miR-8) (Lee
et al., 2015); diferenciacédo de tecidos mesodérmicos e desenvolvimento muscular
durante desenvolvimento larval (miR-1) (Sokol e Ambros, 2005); crescimento e
controle de proliferagao celular e do gene pro- apoptético hid (bantam) (Brennecke et
al., 2003; Parrish et al., 2009), entre outros. Estas fungdes sdo descritas na literatura

a partir de diversos estudos realizados em D. melanogaster.



Tabela 9: miRNAs conservados entre os insetos analisados.

Precursor (mir) miRNA maduro Precursor (mir) miRNA maduro
bantam-3p mir-304 miR-304-5p
bantam -
bantam-5p ) miR-305-3p
mir-305 .
let.7 let-7-3p miR-305-5p
let-7-5p mir-306 miR-306-5p
. miR-1-3p ) miR-307a-3p
- -307
mir-1 miR-1-5p mir-307a miR-307a-5p
10 miR-10-3p mir-308 miR-308-5p
mir-
miR-10-5p mir-315 miR-315-5p
. miR-100-3p mir-316 miR-316-5p
mir-100 , - ;
miR-100-5p mir-317 miR-317-3p
mir-1000 miR-1000-5p mir-318 miR-318-3p
. miR-11-3p mir-31a miR-31a-5p
mir-11 ) -
miR-11-5p r-33 miR-33-3p
mir-
mir-12 miR-12-5p miR-33-5p
mir-124 miR-124-3p ) miR-34-3p
- mir-34 .
. miR-125-3p miR-34-5p
mir-125 ) ; -
miR-125-5p mir-5 miR-5-5p
133 miR-133-3p 7 miR-7-3p
- mir-
mir miR-133-5p miR-7-5p
mir-137 miR-137-3p ) miR-79-3p
- mir-79 .
. miR-13b-3p miR-79-5p
mir-13b ) -
miR-13b-5p ir-8 miR-8-3p
mir-
14 miR-14-3p miR-8-5p
mir miR-14-5p mir-87 miR-87-3p
) miR-184-3p i miR-927-3p
mir-184 miR-184-5p mir-927 miR-927-5p
) miR-190-3p i miR-929-3p
mir-190 miR-190-5p mir-629 miR-929-5p
. miR-210-3p . miR-92a-3p
mir-210 miR-210-5p mir-92a miR-92a-5p
mir-219 miR-219-5p mir-92b miR-92b-3p
. miR-252-3p mir-932 miR-932-5p
mir-252 , - -
miR-252-5p mir-956 miR-956-3p

67
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Tabela 9: miRNAs conservados entre os insetos analisados (continuagao).

) miR-263a-3p mir-956 miR-956-5p
mir-263a . - -
miR-263a-5p mir-957 miR-957-3p
mir-263b miR-263b-5p mir-965 miR-965-3p
ir-275 miR-275-3p ir-970 miR-970-3p
mir mMiR-275-5p mir miR-970-5p
) miR-276a-3p mir-980 miR-980-3p
mir-276a . - -
miR-276a-5p mir-981 miR-981-3p
) miR-277-3p mir-989 miR-989-3p
mir-277 ) -
miR-277-5p . miR-993-3p
- - mir-993 .
mir-278 miR-278-3p miR-993-5p
. miR-279-3p mir-996 miR-996-3p
mir-279 , ; :
miR-279-5p mir-998 miR-998-3p
. miR-281-1-5p mir-999 miR-999-3p
mir-281 , -
miR-281-3p , miR-9a-3p
. mir-9a )
. miR-282-3p miR-9a-5p
mir-282 , ;
miR-282-5p ) miR-9b-3p
- - mir-9b .
mir-283 miR-283-5p miR-9b-5p
ir-285 miR-285-3p ir-9 miR-9¢-3p
mir miR-285-5p mire miR-9c-5p
9801 miR-2a-1-5p ir-iab-d miR-iab-4-3p
mir-ea- miR-2a-3p miriab- miR-iab-4-5p
mir-2b miR-2b-3p

Embora tenha sido observada a presenga do precursor mir-iab-8 em A. aegypti
(descrito nesse trabalho) e sua anotagdo seja compartilhada entre os insetos
avaliados, as replicatas utilizadas para mosquitos-palha (TABELA 3) ndo apresentaram
expressao de miRNAs maduros oriundos desse precursor e por isso nao foram
indicados na TABELA 8.

Um aspecto interessante sobre as sequéncias maduras, refere-se as
alteragdes de origem do brago dos seguintes miRNAs: llo-miR-275a-5p™-%" (o qual
apresenta seed conservada com dme-miR-275-3p — derivado de D. melanogaster) e
llo-miR-2778-5p™-% (o0 qual apresenta seed conservada com bmo-miR-2778-3p —
derivado de B. mori). Como indicado, a nomenclatura foi sugerida para evitar-se
interpretagdes errbneas, uma vez que a ortologia de um miRNA é utilizada para propor
sua nomenclatura. Tais alteracdes ndo foram encontradas entre os miRNAs de A.
aegypti.

Diferente do que fora reportado em trabalhos anteriores (Marco et al., 2010;
Griffiths-Jones et al., 2011), essa mudanga ndo se trata da variagdo na origem do

braco mais processado (5p ou 3p entre diferentes organismos e



69

conhecida como switch ou shift), tampouco miRNA espelho. Trata-se sim, de
um miRNA de mesma seed que deriva de bragos diferentes em organismos distintos.
Entretanto, é factivel sugerir que esses miRNAs possuam alvos diferentes, visto que
ja foram reportadas contribuicbes de nucleotideos fora da seed no reconhecimento do
mRNA alvo (Revisado por Bartel, 2009).

5.4  Origem genbmica

No inicio dos estudos de miRNAs, eram creditadas as regides intergénicas a
responsabilidade por codifica-los (Kim, 2005). Contudo, trabalhos posteriores em
diversos organismos tém demonstrado que regides codificadoras de proteinas (ou
exbnicas) podem codifica-los (Slezak-Prochazka et al., 2013). O mesmo se aplica aos
introns, os quais também s&o capazes de codificar miRNAs funcionais (Kim e Kim,
2007; Ruby et al., 2007; Ramalingam et al., 2014). Além disso, alguns trabalhos
sugerem que os alvos variam segundo a origem genémica do miRNA (Berillo et al.,
2013). Nesse caso miRNAs intrénicos tendem a regular os genes do qual derivam
(Hinske et al., 2010), por exemplo.

Diante do exposto, torna-se importante saber a origem do miRNA segundo sua
posicdo no genoma. Para isto, os miRNAs foram categorizados em: exdnicos,
intrébnicos ou intergénicos. Observa-se que em L. longipalpis a propor¢ao de miRNAs
derivados de éxons e de introns é bastante similar (FIGURA 10).
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Figura 10: Origem gendmica dos miRNAs. A origem gendmica dos miRNAs foi dividida em trés

categorias (exbnica, intergénica e intrénica) e sua contribuicao percentual foi verificada para cada
organismo estudado. Llo: L. longipalpis; Aae: A. aegypti; Dme: D. melanogaster.
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O percentual de miRNAs ex6nicos encontrados nesse organismo € proximo ao
encontrado em D. melanogaster. Em contraste, em A. aegypti esse valor € superior a
50% e corresponde a soma dos percentuais de miRNAs derivados de introns e éxons
em L. longipalpis.

Por outro lado, o numero de miRNAs de origem intrGbnica em Aedes aegypti
corresponde a aproximadamente 12% de todos os miRNAs encontrados no genoma
disponivel desse inseto. Além disso, esse percentual aproxima-se do encontrado em
D. melanogaster para mesma categoria.

Tais analises, entretanto, podem apresentar viés decorrente dos estados de
montagem e anotagdo do genoma de cada organismo, sendo dos genomas
analisados o da mosca da fruta mais bem caracterizado. Nesse caso, a caracterizagao
da montagem do genoma pode melhorar os aspectos de sua anotacédo, afetando, por
exemplo, a informagao de que uma determinada posigao se refere a um éxon ao invés
de um intron. Em suma, os resultados encontrados parecem refletir as diferengas da

montagem dos genomas e ndo apresentam significado bioldgico.

5.5 Expressédo dos miRNAs

5.5.1 Expresséao geral

E possivel observar a similaridade dos niveis de expressdo dos miRNAs
presentes no tergo superior dos graficos e maior variagao no tergo inferior. No tergo
superior, sao encontrados miRNAs muito expressos. O oposto ocorre no terco inferior
(FIGURA 11).
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Figura 11: Média da expressdo normalizada (RPM) dos miRNAs conservados entre as trés

tudadas. As médias consistem na expressdao do miRNA na triplicata de bibliotecas

espécies es

analisadas para cada organismo. Os miRNAs foram ordenados segundo a expressao em Dme.
Em vermelho: miRNA discutido no texto. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila

melanogaster; Aae: Aedes aegypti; miR: miRNA; RPM: sequéncias por milh&o.
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Uma excegao a similaridade encontrada nos miRNAs mais expressos € vista
em miR-33-5p. A mudanga de bragco de miR-33 ja fora reportada em trabalhos
anteriores onde Tribolium castaneum apresenta dominancia do brago 3p, de modo
semelhante ao observado em A. aegypti e em L. longipalpis (Marco et al., 2010). Esse
resultado indica que essa mudanga ocorreu apdés o ultimo ancestral comum dos
organismos avaliados nesse trabalho, em D. melanogaster.

Para verificar a existéncia de padrdées de expressao entre os mMiRNAs
conservados, todos os 109 miRNAs foram avaliados segundo a similaridade de
expressao entre os insetos. Assim, miRNAs cuja expressao variou pelo menos 1,50
da razédo entre dois organismos foram considerados “discrepantes” e os miRNAs com
variacao inferior a 1,50, por sua vez, foram classificados como “similares”. Foram
utilizados 11 miRNAs de cada grupo para analises de padrao de expressao entre os
insetos e observou-se que a expressdo de cada braco de um mesmo precursor
independe do outro (TABELA 10).

Deste modo, ocorre fina regulagao entre eles, podendo existir miRNAs com
perfis distintos: miR-1-3p, por exemplo, apresentou maior similaridade entre L.
longipalpis, D. melanogaster e A. aegypti que miR-1-5p — o qual, segundo
classificagao adotada, foi incluido no grupo “discrepante”. O mesmo ocorreu com mir-
7, o qual gerou miR-7-5p — de “expressao similar’ entre os organismos, e miR-7-3p —
cuja expressao foi classificada como “discrepante”. Além disso, a expressao de ambos
os grupos (similar e discrepante) apresenta diferengas estatisticamente significativas
(FIGURA 12), sendo o grupo classificado como “similar’, o que apresenta maior
expresséo (p = 0,002006 ~ 95%).



Tabela 10: Padrao de expressao de miRNAs dos insetos avaliados segundo similaridade.
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miRNA Expressao (RPM) Expressao (RPM) D. Expressao (RPM) Tipo de
L. longipalpis melanogaster A. aegypti expressao
miR-33-5p 64 9501 31 Discrepante
miR-14-5p 1247 397 23 Discrepante
miR-33-3p 2 71 16 Discrepante
miR-993-5p 82 59 3 Discrepante
miR-307a-3p 788 13 255 Discrepante
miR-7-3p 7 12 1655 Discrepante
miR-970-5p 4 11 588 Discrepante
miR-1-5p 36 8 18238 Discrepante
miR-87-3p 12 6 1852 Discrepante
miR-5-5p 223 4 10 Discrepante
miR-13b-5p 264 2 238 Discrepante
miR-34-5p 13617 142885 32587 Similar
miR-14-3p 47059 71362 24422 Similar
miR-1-3p 32925 69713 63749 Similar
let-7-5p 5318 20765 5230 Similar
miR-9a-5p 1896 10752 1674 Similar
miR-305-5p 3010 9349 2024 Similar
miR-996-3p 2193 8976 1573 Similar
miR-2b-3p 648 8724 4609 Similar
miR-8-5p 8152 8565 1947 Similar
miR-7-5p 3262 5117 3596 Similar
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Figura 12: Boxplot da comparacao de expressao (RPM) dos miRNAs classificados como de
“expressao similar” e “expressao discrepante” entre os insetos estudados. A analise refere-
se aos RPMs de expressao de cada miRNA em cada organismo. Similar: miRNAs cuja expressao
variou menos que 1,50 do ratio de expressdo RPM em dois organismos; Discrepante: miRNAs cuja
expressao variou pelo menos 1,50 do ratio de expressdo RPM de dois organismos; RPM:
sequéncias por milh&o.

De forma resumida, parece haver dois padrdes de expressao: os miRNAs muito
expressos, que tendem a manter niveis semelhantes entre as espécies, e os miRNAs
com expressdo classificada como discrepante, que tendem a possuir baixa
expressao. Outro dado interessante refere-se ao fato de nao haver padrdo que
caracterize as diferencas estatisticas globais dos grupos de miRNAs discrepantes
derivados de D. melanogaster quando comparados aos mesmos miRNAs das demais
espécies. Essas analises permitem sugerir que os miRNAs cuja expressao fora maior
(e similar) entre os organismos desempenhem fungdes importantes nos trés insetos.
Por outro lado, a inexisténcia de diferengas estatisticas globais entre os miRNAs de
padrao discrepante entre as espécies (isto €, quando se avalia o grupo, invés de um
ou outro miRNA isoladamente) sugere que estes estejam sofrendo pressdes

evolutivas similares.
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Na comparacéo par a par entre os valores de RPM de todos os 109 miRNAs
conservados observam-se Coeficientes de Determinagao (R?) acima de 0,6 para todos
os pares testados — isto €, os niveis de expressdo dos 109 miRNAs conservados entre
as espécies sdo estatisticamente comparaveis (FIGURA 13). Além disso o teste de
correlagdo de Pearson apresentou significancia estatistica em todas as analises (p <
2,2e-16, 95% de confianga) e é possivel identificar maior correlagdo dos niveis de
miRNAs conservados entre L. longipalpis e A. aegypti (R> = 0,802), seguidos da
correlagdo entre A. aegypti e D. melanogaster (R? = 0,790) e entre L. longipalpis e D.
melanogaster (R? = 0,692). Esses resultados sao condizentes com a filogenia entre os
insetos estudados (FIGURA 7).
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Figura 13: Comparagao par a par dos niveis de expressiao (RPM) de miRNAs
compartilhados entre os trés insetos. Foram utilizados todos os miRNAs compartilhados entre
as espécies estudadas. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster, Aae: Aedes
aegypti; RPM: sequéncias por milhao.

Foram avaliados ainda, os 20 miRNAs mais expressos em cada inseto
analisado (TABELA 11). Os resultados encontrados estdo de acordo com dados da
literatura, nos quais: bantam; miR-184; miR-8; miR-34 e let-7 s&o alguns dos
mMiRNAs mais expressos em culturas de células e em tecidos (embrionario, ovario,
testiculos e cabeca) de D. melanogaster (Wen et al., 2014).



Tabela 11: 20 miRNAs mais expressos em cada organismo.

Lutzomyia longipalpis

Ordem miR RPM Total % do Total
1 llo-miR-277-3p 67641,35 16,24
2 llo-miR-14-3p 47059,48 11,30
3 llo-miR-1-3p 32925,33 7,91
4 llo-miR-8-3p 31837,02 7,65
5 llo-miR-276a-3p 26573,75 6,38
6 llo-miR-317-3p 20976,05 5,04
7 llo-miR-281-1-5p 14802,76 3,55
8 llo-miR-281-3p 13624,59 3,27
9 llo-miR-34-5p 13616,84 3,27
10 llo-miR-184-3p 10474,13 2,52
11 llo-miR-252-5p 9037,57 217

12 llo-miR-278-3p 8965,75 2,15
13 llo-miR-306-5p 8704,21 2,09
14 llo-miR-8-5p 8151,78 1,96
15 llo-miR-981-3p 7033,37 1,69
16 llo-bantam-3p 5593,67 1,34
17 llo-miR-2a-1-3p 5589,41 1,34
18 llo-let-7-5p 5318,42 1,28
19 llo-miR-275a-5p 5311,10 1,28
20 llo-miR-970-3p 4226,23 1,01
Drosophila melanogaster
Ordem miR RPM Total % do Total
1 dme-miR-34-5p 142885,48 18,68
2 dme-miR-14-3p 71362,07 9,33
3 dme-miR-1-3p 69713,15 9,11
4 dme-miR-276a-3p 60131,82 7,86
5 dme-miR-8-3p 57469,13 7,51
6 dme-miR-277-3p 53221,31 6,96
7 dme-bantam-3p 38795,42 5,07
8 dme-miR-317-3p 26738,55 3,50




Tabela 11: 20 miRNAs mais expressos em cada organismo (continuagao).
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9 dme-miR-184-3p 23914,68 3,13
10 dme-let-7-5p 20764,86 2,71
1 dme-miR-956-3p 13308,91 1,74
12 dme-miR-9a-5p 10751,68 1,41
13 dme-miR-33-5p 9501,22 1,24
14 dme-miR-305-5p 9348,85 1,22
15 dme-miR-996-3p 8976,06 1,17
16 dme-miR-2b-3p 8723,59 1,14
17 dme-miR-8-5p 8565,46 1,12
18 dme-miR-2a-3p 8476,52 1,11
19 dme-miR-252-5p 7241,38 0,95
20 dme-miR-210-3p 7191,17 0,94
Aedes aegypti
miR RPM Total %
1 aae-miR-1-3p 63748,63 15,94
2 aae-miR-277-3p 41031,54 10,26
3 aae-miR-34-5p 32587,41 8,15
4 aae-miR-8-3p 30742,43 7,69
5 aae-miR-14-3p 24421,66 6,11
6 aae-miR-1-5p 18237,67 4,56
7 aae-miR-276-3p 17787,27 4,45
8 aae-miR-281-5p 17721,45 4,43
9 aae-miR-317-3p 17393,98 4,35
10 aae-miR-318-3p 17393,98 4,35
1 aae-bantam-3p 12410,02 3,10
16 aae-miR-184-3p 10521,15 2,63
17 aae-miR-989-3p 10016,32 2,50
18 aae-miR-281-3p 7271,58 1,82
19 aae-let-7-5p 5230,40 1,31
20 aae-miR-2b-3p 4608,66 1,15

Dos 20 miRNAs mais expressos em cada organismo, 10 destes s&o

conservados e compartiiham também o ranking dos mais expressos em cada

organismo (FIGURA 14). Além disso, todos foram classificados como “similarmente

expressos” nas analises anteriores. Dos 10 miRNAs, 8 derivam da regido 3’ do

precursor € apenas 0s miRNAs let-7-5p e miR- 277-5p sao oriundos da extremidade

oposta.
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Figura 14: Comparacgao entre os percentuais de 10 dos miRNAs mais expressos em cada

organismo. Dos 20 miRNAs mais expressos em cada inseto, 10 sdo compartilhados entre os trés
organismos. Destes, 8 derivam da regido 3’ de seu respectivo precursor. MiR-8-3p e miR-184-5p
contribuem com percentual quase idéntico para o total de miRNAs em cada inseto. Llo: Lutzomyia
longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: Aedes aegypti.

Outro dado interessante refere-se a expressao de miR-8-3p e miR-184-3p, os
quais contribuem com percentuais muito similares em cada espécie — sendo miR-8-
3p o mais expresso entre esses dois miRNAs. E importante mencionar que a
identificacdo de miR-8- 3p se deu por comparagdo com espécies proximas,
demonstrando o impacto da qualidade dos genomas de referéncias em diversos
estudos e reforcando a robustez do pipeline desenvolvido no presente trabalho.

Além dos miRNAs conservados entre os trés diferentes insetos, o perfil de
expressao dos miRNAs ndo-conservados também foi verificado (FIGURA 15).
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Figura 15: Média da expressdo normalizada (RPM) dos miRNAs nao-conservados entre as
trés espécies estudadas. As médias consistem na expressdao do miRNA na ftriplicata de
bibliotecas analisadas para cada organismo. Cada espécie contém numeros diferentes de
miRNAs nao-conservados com os demais insetos estudados e alguns desses miRNAs foram
anotados no presente trabalho. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae:
Aedes aegypti; miR: miRNA; RPM: sequéncias por milhao.
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Como pode-se perceber, o numero de miRNAs n&o-conservados varia entre as
espécies. Além disso, os miRNAs nao-conservados derivados de D. melanogaster
tendem a apresentar expressdo menor que o observado nos miRNAs conservados
desta espécie (Kruskal-Wallis teste: p < 2,2e-16). Para os demais organismos, nao ha
diferengas estatisticas significativas entre ambos os grupos (em L. longipalpis —
Kruskal-Wallis teste: p = 0,2063; em A. aegypti— p = 0,01355).

5.5.2 Expressao dos miRNAs segundo origem no precursor

A especificidade dos alvos é dada pela escolha da fita de RNA a ser inserida
no complexo RISC, o que constitui etapa fundamental do processamento do pre-
miRNA. Essa escolha é feita pela enzima Ago1 através das caracteristicas
termodinamicas do duplex nela carregado, onde a extremidade 5 do duplex que
apresenta menor estabilidade é escolhida como miRNA maduro, uma vez que esta
regido sera acomodada no dominio MID da proteina supracitada (Khvorova et al.,
2003; Schwarz et al., 2003; Okamura et al., 2009).

Além dessas caracteristicas, o ndo pareamento dos quatro primeiros
nucleotideos da extremidade 5’ (Schwarz et al., 2003) e mismatches entre o duplex
na regido da seed e na regidao 3’-mid (nucleotideos 12-15) (Kawamata et al., 2009)
sdo caracteristicas de escolha da fita que ira compor o complexo RISC maduro
(miRISC) e a alteracdo de um unico nucleotideo é suficiente para a mudanga no
carregamento do miRNA maduro, como apresentado por Schwarz e colaboradores
(2003).

E importante salientar que a proteina Ago2 também pode ser carregada com
uma das fitas do duplex de miRNA, mediando a clivagem de alvos complementares a
ela (Doerks et al., 2002; Forstemann et al., 2007; Czech et al., 2009; Ghildiyal et al.,
2010). Todavia, os padrdes das sequéncias envolvidos nesse processo sao diferentes
dos envolvidos no carregamento pela Ago1.

Outro ponto que merece destaque refere-se a preferéncia da expressao de um
ou outro bragco do pre-miRNA em diferentes espécies, o que reflete processos
evolutivos distintos sofridos pelas espécies (Marco et al., 2010; Griffiths-Jones et al.,
2011). Diante dessas informagdes, estudar a conservagdo dos miRNAs
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segundo a origem do brago do precursor pode fornecer pistas evolutivas
significativas sobre os processos de sele¢cdo envolvidos.

Para isso, a expressdo em escala logaritmica do RPM de cada brago dos
grampos que apresentaram anotagdo conservada entre A. aegypti, D. melanogaster
e L. longipalpis foi comparada (FIGURA 16). Valores positivos indicam maior expresséo
do brago 5p. Valores negativos indicam, por sua vez, indicam maior expressao do
braco 3p. Valores acima e abaixo de 1e+05 e 1e-04 indicam expressdo apenas do
braco 5p e 3p, respectivamente.
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Figura 16: Relagao entre a expressao dos bragos 5p e 3p (ratio) dos miRNAs conservados entre os diferentes insetos. Llo: Lutzomyia longipalpis;

Dme: Drosophila melanogaster, Aae: Aedes aegypti; miR: miRNA.; Em vermelho: miRNAs discutidos no texto.
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Os perfis encontrados sédo bastante similares entre os organismos e parece
haver preferéncia de expressao do bragco 3p em todos eles. Além disso, observa- se
distribuicdo mais uniforme (e proxima do eixo central) na mosca da fruta que nos
demais organismos. Em outras palavras, D. melanogaster parece gerar miRNAs de
ambos os bracos de um mesmo precursor em propor¢des mais proximas que L.
longipalpis e A. aegypti.

A partir da FIGURA 16 podem ser destacados alguns pontos (miRNAs marcados
em vermelho):

a) Os ratios de miR-34 — o qual € herdado maternalmente (Soni et al., 2013);
de let-7 de e bantam sdo bem similares entre os insetos e corrobora dados de
expressao discutidos no item 5.4.1;

b) O precursor mir-956 gera miRNAs em ambos os bragos com expresséo
quase idéntica em A. aegypti,

c) Diferentemente dos demais organismos, mir-989 e mir-278 geram
apenas o braco 3p em L. longipalpis. Trabalhos anteriores reportam processos de
regulagéo celular e migragdo como alvos de miR-989 (Kugler et al., 2013) e controle
da homeostase energética como principal processo controlado por miR-278 (Doerks
et al., 2002);

d) Apenas o brago 5p € gerado pelos precursores mir-12 e mir-283 em L.
longipalpis;

e) Ocorre mudanga de braco para os mir-275 e mir-279 em L. longipalpis.
Em A. aegypti e em D. melanogaster, diferentemente do organismo anterior, 3p
constitui o braco mais expresso e dessa forma, espera-se que os alvos desses
miRNAs nao sejam conservados (Marco, Macpherson, et al., 2012);

f) O precursor mir-13 gera somente o brago 3p em D. melanogaster,

9) Apenas D. melanogaster apresenta o brago 5p de mir-999;
h) Somente A. aegypti apresenta o brago 5p de mir-957;
i) Em todos os organismos, mir-263b gera apenas o brago 5p.

Além disso, foram feitos testes de correlacdo de Pearson, tendo sido
encontrados os indices de: 0,325 (entre A. aegypti e L. longipalpis, p < 0,007141, 95%
de confianga); 0,361 (entre L. longipalpis e D. melanogaster, p < 0,002688, 95% de
confianga); 0,489 (entre A. aegypti e D. melanogaster, p < 2,675e-05, 95% de
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confianga). Todavia, as correlagbes encontradas parecem indicar que este ndo é
um bom modelo para esse tipo de analise, uma vez que o perfil apresentado (maior
correlagdo entre A. aegypti e D. melanogaster, seguido da correlagdo entre D.
melanogaster e L. longipalpis) nao reflete a topologia da arvore filogenética das
espécies estudadas (FIGURA 7) e difere do encontrado nas analises de correlagao dos
perfis de tamanho dos miRNAs conservados. De forma geral, observa-se que a
expressdo dos miRNAs €& uma caracteristica mais conservada que a raz&o entre os

bracos dos miRNAs derivados de um mesmo precursor.

5.6 Padrées Moleculares: perfil de tamanho e preferéncia de base

5.6.1 Preferéncia de Base

Estudos anteriores demonstraram a existéncia de preferéncia do nucleotideo
uracila (U) na extremidade 5 de miRNAs maduros (Hu et al., 2009; Okamura et al.,
2009; Ghildiyal et al., 2010; Seitz et al., 2011; Wang, 2013). Isso pode ser explicado
pela interacdo dessa base com o dominio MID da proteina Ago1, e pela relativa
facilidade na quebra de duas pontes de hidrogénio formadas entre adenina e uracila
(A-U) quando comparado as trés pontes formadas por guanina e citosina (G-C). Tais
aspectos acabam por favorecer a escolha da fita de RNA que apresenta essa
caracteristica como miRNA maduro.

Assim, foi realizada a verificacdo do nucleotideo inicial de todas as sequéncias
que mapearam nos miRNAs anotados (FIGURA 17).
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Figura 17: Enriquecimento de base na regiao 5 de todas as sequéncias mapeadas em
miRNAs anotados para cada espécie. A analise mostra um enriquecimento de U na regido 5’
de Llo, Dme e Aae, seguido de A e C. G, por sua vez teve a menor representatividade na posi¢ao
inicial em todos os organismos que compdem o estudo. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme:
Drosophila melanogaster; Aae: Aedes aegypti; U: uracila; G: guanina; C: citosina; A: adenosina.

Os resultados encontrados corroboram dados da literatura, uma vez que é
observado enriquecimento majoritario de U na posigédo 5’ nos miRNAs anotados para
cada inseto. Além disso, como descrito em trabalhos prévios, o nucleotideo adenina
(A) é a segundo mais encontrado nesta posigdo nos miRNAs avaliados. Outros
aspectos importantes referem-se ao alto grau de conservagao dos percentuais de
representatividade de cada base entre os insetos estudados e ao fato de a preferéncia
por U na primeira posi¢ao da regiao 5’ (5',1) ser conservada ao longo da evolugédo em
diversos organismos como apresentado no trabalho de Wang (2013).

A preferéncia de U como primeiro nucleotideo é observada também quando
sdo comparados miRNAs conservados e nao conservados entre de cada espécie
(FIGURA 18). No entanto, em L. longipalpis, observam-se que aproximadamente 8%
dos miRNAs nao-conservados apresentam o nucleotideo guanina (G) na primeira
posi¢cao, contrastando com menos de 1% do observado em miRNAs conservados
(Fisher: p<0,01).
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Figura 18: Enriquecimento de base na regidao 5° dos miRNAs anotados para cada espécie.
A analise mostra um enriquecimento de U na regido 5 de Llo, Dme e Aae. Llo: Lutzomyia
longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: Aedes aegypti; U: uracila; G: guanina; C:
citosina; A: adenosina.

De forma geral, a preferéncia por U na primeira base sugere que a Ago1
manteve a selecdo da extremidade 5’ do duplex que apresenta a maior instabilidade

como miRNA maduro ao longo da evolugao.

5.6.2 Perfil de tamanho das sequéncias mapeadas nos miRNAs

O perfil de tamanho das sequéncias mapeadas nos miRNAs maduros (FIGURA
19) mostra que 63 das 109 sequéncias possuem tamanho bastante similar (em torno
de 22 nt) entre os organismos estudados. Esse numero corresponde a
aproximadamente 58% de todos os miRNAs avaliados. Como exemplo, tem-se 0s o
perfil encontrado em: miR-34-5p, miR-14-3p, MiR-133-3p, MiR-306-5p, miR-1-5p e
miR-999-3p.

Entretanto, foram encontradas sequéncias mapeadas em miRNAs
conservados cujo perfil de tamanho entre as espécies varia consideravelmente. Nesse
grupo figuram, por exemplo, miR-210-3p, miR-989-3p, miR-31a-5p, miR- 318-3p, miR-
12-5p, miR-279-3p, bantam-5p, miR-275-5p e miR-79-5p.

A variacao desse perfil ndo parece estar relacionada a expressao do miRNA,
uma vez que dos 46 miRNAs que apresentaram mapeamento diferente entre pelo

menos duas espécies, apenas 5 variaram também a expressao.
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Figura 19: Heatmap do perfil de tamanho das sequéncias mapeadas nos miRNAs
conservados de cada espécie. Os miRNAs séo apresentados em ordem decrescente de acordo
com a expressdo em Dme. Legendas em vermelho: Perfil discrepante; Em azul: Perfil idéntico;
Em verde: Perfil similar; Caixas no Heatmap: miRNAs discutidos no texto; Llo: Lutzomyia
longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster, Aae: Aedes aegypti.
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Os miRNAs com perfil de tamanho variavel ndo ocorreram devido a
comparagao com organismos proximos uma vez que alguns dos miRNAs anotados
por essa estratégia apresentaram perfil de tamanho idéntico entre as trés espécies
(miR-989-3p, miR-276a-3p, miR-8-3p, miR-305, miR-996-3p, miR- 282-5p, miR-929-
3p, miR-1-5p entre outros).

A fim de avaliar quantitativamente a contribuicdo de cada tamanho das
sequéncias mapeadas em todos os miRNAs conservados (por espécie), foi feita a
normalizagéo por Z-score e observou-se que miRNAs conservados entre insetos da
ordem Diptera estudados tendem a ter tamanho preferencial de 22 nt (FIGURA 20),

conforme esperado.
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Figura 20: Perfil de tamanho dos miRNAs conservados entre os insetos estudados através
da normalizagao por Z-score. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae:
Aedes aegypti; nt: nucleotideo.

O teste de Pearson apresenta pequena diferenga na correlacdo dos
organismos do que fora apresentado em 5.4.2 (Expressdo dos miRNAs segundo
origem do precursor). Nestas analises, € observada maior correlagdo entre L.
longipalpis e A. aegypti (p < 0,786, 95% de confianga), seguido de A. aegypti e D.
melanogaster (p < 0,776, 95% de confianga) e D. melanogaster e L. longipalpis (p <
0,751, 95% de confianga). Em suma, observa- se alta correlagédo entre nos perfis de
tamanho dos miRNAs das espécies estudadas.

Pela analise de diferencas entre os miRNAs, foram encontrados 22 miRNAs
com score igual a 4 (TABELA 12), o que significa conservagcdo de todas as
caracteristicas avaliadas entre os insetos estudados, incluindo identificacéo através

do programa miRDeep2 e curadoria manual.
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Tabela 12: miRNAs com todas as caracteristicas conservadas (anotagdao pela mesma

metodologia, tamanho e expressao conservados) entre os diferentes insetos estudados.

miR Score E Score~ Score total Interpretacao
Tamanho Xpressao

miR-14-3p 2 2 4 Controle
miR-277-3p 2 2 4 Controle
miR-317-3p 2 2 4 Controle
miR-956-3p 2 2 4 Controle
miR-11-3p 2 2 4 Controle
miR-92b-3p 2 2 4 Controle
miR-125-5p 2 2 4 Controle
miR-970-3p 2 2 4 Controle
miR-999-3p 2 2 4 Controle
miR-316-5p 2 2 4 Controle
miR-133-3p 2 2 4 Controle
miR-965-3p 2 2 4 Controle
miR-993-3p 2 2 4 Controle
miR-100-5p 2 2 4 Controle
miR-277-5p 2 2 4 Controle
miR-iab-4-5p 2 2 4 Controle
miR-137-3p 2 2 4 Controle
miR-11-5p 2 2 4 Controle
miR-927-5p 2 2 4 Controle
miR-184-5p 2 2 4 Controle
miR-100-3p 2 2 4 Controle
miR-133-5p 2 2 4 Controle

Com o objetivo de entender a divergéncia dos perfis de tamanho de alguns

miRNAs, sem a influéncia de quaisquer outras variaveis, 14 miRNAs do grupo

“Variagdo de tamanho” foram escolhidos para analises mais detalhadas de estrutura

do precursor cujas observagoes feitas foram comparadas as de 14 miRNAs do grupo

“Controle”. Esses miRNAs s&o apresentados na tabela (TABELA 13).



Tabela 13: miRNAs escolhidos para avaliagcao de perfil de tamanho dos precursores.

miR Grupo
miR-14-3p Controle
miR-277-3p Controle
miR-317-3p Controle
miR-11-3p Controle
miR-92b-3p Controle
miR-125-5p Controle
miR-970-3p Controle
miR-999-3p Controle
miR-316-5p Controle
miR-133-3p Controle
miR-965-3p Controle
miR-993-3p Controle
miR-100-5p Controle
miR-iab-4-5p Controle
miR-9a-5p Variagdo de Tamanho
miR-2b-3p Variagdo de Tamanho
miR-252-5p Variagdo de Tamanho
miR-210-3p Variagdo de Tamanho
miR-7-5p Variagdo de Tamanho
miR-31a-5p Variagdo de Tamanho
miR-9¢c-5p Variagdo de Tamanho
miR-9b-5p Variagdo de Tamanho
miR-279-3p Variagdo de Tamanho
bantam-5p Variagdo de Tamanho
miR-190-3p Variagdo de Tamanho
miR-13b-3p Variagdo de Tamanho
miR-92a-3p Variagdo de Tamanho
miR-275-5p Variagdo de Tamanho
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Os resultados de tamanho do precursor e MFE — também do precursor — néo
foram estatisticamente diferentes nas comparagbes intra-espécies dos grupos
“Variagdo de tamanho” e “Controle”. Todavia, foi observado maior tamanho de
precursores € menores valores de MFE de sequéncias derivadas de Drosophila
melanogaster quando comparadas aos demais organismos. Até o momento, estes
achados nao tiveram sua justificativa elucidada, embora especula-se que a expresséo
tecido-especifica ou os alvos para cada um deles possam ter influéncia sobre o perfil
de tamanho do miRNA.

A diferenga do tamanho dos miRNAs parece ndo se correlacionar com as
alteracdes do padréao de expressdo do miRNA entre as espécies, uma vez que de 46
miRNAs que apresentaram variacdo no perfil de tamanho, apenas miR-33-3p, miR-
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993-5p, MiR-970-5p e miR-7-3p pertencem ao grupo em que foram observadas
alteragdes de ambas as caracteristicas (perfil de tamanho e alteragao de expresséao).

Todavia, parece haver relacéo entre a razao de expressao dos bragos 5p/3p e
o perfil de tamanho dos miRNAs. Essa relagdo se observa, por exemplo nos miRNAs
miR-33-3p e miR-7-3p, cuja expressdo dos bragos 5p/3p € quase idéntica em A.
aegypti, mas varia até 400 vezes nos demais organismos. Entretanto, a metodologia
para avaliacdo dessas diferencas esta em processo de desenvolvimento, bem como
a implementacao de scores que considerem a conservacao da sequéncia do miRNA
entre 0s organismos.

Perfis diferentes de mapeamento das sequéncias sao encontrados quando se
comparam miRNAs ndo conservados entre as trés espécies (FIGURA 21 e FIGURA 22).
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Figura 21: Heatmap do perfil de tamanho das sequéncias mapeadas nos miRNAs nao-
conservados de cada espécie. Sdo apresentados somente miRNAs que tiveram expresséo nas
bibliotecas avaliadas. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: Aedes
aegypti; miR: microRNA; nt: nucleotideo.

A principio, podem-se identificar diferengas entre o tamanho preferencial de

mMiRNAs por eles gerados. O heatmap sugere que L. longipalpis possui um viés para



93

o tamanho de 23 nt. Em A. aegypti esse viés & apresentado no tamanho de 22 nt,
embora alguns miRNAs sejam encontrados em tamanho bem distintos, como os
mMiRNAs aae-new-10-3p e aae-new-3-3p. Esse resultado pode indicar uma preferéncia
pela produgao de tamanhos diferentes em tecidos distintos, como ja foi reportado em
trabalhos anteriores (Babak et al., 2004). Drosophila melanogaster, por outro lado,
apresenta o maior espectro de tamanho, sendo possivel inclusive, encontrar miRNA
de 25 nt (dme-miR-962-5p).

Quando verificada a contribuicdo de cada tamanho no numero total de
sequéncias mapeadas (FIGURA 22), a normalizagdo por Z-score confirma os

resultados do heatmap, isto €, ha preferéncia de tamanho dos miRNAs espécie-

especifica.
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Figura 22: Perfil de tamanho dos miRNAs nao-conservados entre os insetos estudados
através da normalizagao por Z-score. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila
melanogaster; Aae: Aedes aegypti; nt: nucleotideos; nt: nucleotideo.

Como mencionado, L. longipalpis apresentou Z-score maior para o tamanho de
23 nt e desvio-padrao elevado, devido ao baixo numero de sequéncias analisadas.
Em A. aegypti esse tamanho foi de 22 nt. Por outro lado, a contribuicdo dos tamanhos
de 21 e 22 nt em D. melanogaster foi muito similar.

Tais resultados sugerem a existéncia de pressao evolutiva para a conservagao
do tamanho do miRNA, além de sua sequéncia. Assim, ha pelo menos duas
explicagbes para a diferenga no tamanho de miRNAs ndo conservados entre as
espécies estudadas: a) esses miRNAs estdo em processo de selegao purificadora; b)
esses MiIRNAs tém como alvos genes ndo-essenciais ao inseto, porém foram
selecionados por conferir alguma vantagem evolutiva.

Como argumento a favor da hipotese definida em “a”, os miRNAs conservados

surgiram ha mais tempo que os miRNAs ndo-conservados, e deste modo sofreram o
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processo de selecdo natural. Em contraste, os miRNAs n&o conservados pode
tratar-se de sinapomorfias desses organismos, ndo tendo sofrido as mesmas
pressdes desde o ancestral comum a todos.

Como argumento a favor da hipotese apresentada em “b”, a presséo evolutiva
sofrida pelos miRNAs seria menor, justificando a existéncia do tamanho diferente ao
observado em miRNAs conservados.

Contudo, para responder a essas questdes, faz-se necessario avaliar os alvos

desses miRNAs e o estabelecer dos processos biolégicos em que eles participam.

5.7  Consideracgdes finais

Neste trabalho mostrou-se que a via de miRNAs dos insetos da ordem Diptera
estudados apresenta alta conservagado do ponto de vista de sua biogénese, nao se
limitando a conservagéo proteica ou de sequéncia dos miRNAs como demonstrado
em trabalhos anteriores. Foi observado que essa conservagdo se mantém em
caracteristicas tais como tamanho do miRNA e niveis de expressao, incluindo-se o
braco mais expresso e analises estatisticas realizadas, além dos padrées moleculares
que corroboram esses achados. Tais aspectos refletem a topologia da arvore
filogenética dos organismos estudados, onde L. longipalpis e A. aegypti sdo mais
préximos filogeneticamente entre si que entre D. melanogaster, o0 que demonstra que
esse tipo de analise pode ser utilizado em estudos de filogenia.

A existéncia do tamanho de miRNAs espécie-especifico poderia estar
relacionada ao tempo de evolugdo da via de miRNAs. Neste caso, o fato de D.
melanogaster ter surgido mais recentemente na escala evolutiva que A. aegypti e que
L. longipalpis, poderia justificar a existéncia do espectro de tamanho de miRNAs
observado neste inseto, isto é, ndo houve tempo evolutivo suficiente para selecionar

o tamanho desses miRNAs.
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6. CONCLUSOES

A partir desse trabalho conclui-se:
1. Foi desenvolvida uma metodologia robusta, que permite a identificacdo e
caracterizagcao dos miRNAs independente do estado e disponibilidade da anotacéo e
do genoma de referéncia utilizado;
2. Foi realizada a predi¢cdo e anotacao de 124 precursores de miRNAs, dos quais
derivam 206 miRNAs maduros em Lutzomyia longipalpis. Além disso, este € um
trabalho seminal, uma vez que nao existem outros dados na literatura para miRNAs
deste organismo;
3. A anotacdo de miRNAs em Aedes aegypti, foi melhorada. O numero de
sequéncias maduras passou de 124 (miRNAs disponiveis no banco de dados
miRBase — verséo 21), para 208 — a partir deste trabalho. Esse acréscimo corresponde
a 67,7% de todos os miRNAs anotados para esta espécie. Além disso, foram incluidas
as origens no precursor, isto €, bragco 5p ou 3p, para todos os miRNAs que n&o
dispunham de tal anotagao;
4. A partir da metodologia proposta, foi possivel identificar 9 novos precursores de
miRNAs em A. aegypti e 30 novos precursores em L. longipalpis;
5. Foram encontrados 70 precursores unicos € 109 miRNAs conservados entre os
trés insetos estudados;
6. Existe alteracdo da origem de brago de dois miRNAs de L. longipalpis (llo-miR-
275a-5p™-% e llo-miR-2778-5p™-%). Isto significa que ambos os miRNAs derivam de
bracos distintos daqueles observados em seus respectivos ortdlogos. Observacéo
semelhante ainda n&o foi descrita na literatura;
7. Existe alta conservagao das caracteristicas biolégicas dos miRNAs conservados,
tais como: preferéncia de base na regido 5’; expressao; e perfil de tamanho;
8. A razado da expressao entre os bragos 5p/3p é a caracteristica biologica menos
conservada entre as trés espécies estudadas;
9. Quanto aos miRNAs nio conservados, isto €, encontrados em apenas uma das
espécies estudadas, esse numero corresponde a 11 sequéncias em L. longipalpis, 26
em A. aegypti e 161 em D. melanogaster,
10. Os miRNAs n&o conservados apresentaram perfis de tamanho divergentes entre
as espécies quando comparados aos miRNAs conservados
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7. PERSPECTIVAS

1. Desenvolver o score de conservagao da sequéncia dos miRNAs entre os
organismos;
2. Estabelecer a relagao entre a variagcado dos perfis de tamanho e razdo da

expressao dos bragos 5p e 3p dos miRNAs derivados de um mesmo precursor;

3. Avaliar a composicado nucleotidica dos miRNAs conservados com perfil de
tamanho similar e com perfil de tamanho diferente entre os trés insetos a fim de
verificar a ocorréncia de preferéncia de bases que justifique a o tamanho espécie-
especifico observado entre os miRNAs néo conservados;

4. Avaliar os alvos dos 109 miRNAs conservados entre os trés insetos,
estabelecer as vias bioldgicas envolvidas e verificar a conservagao destas;

5. Avaliar os alvos dos miRNAs ndo conservados entre os trés insetos,
estabelecer as vias biolégicas envolvidas e verificar a divergéncia destas;

6. Validar experimentalmente alvos compartilhados entre os trés insetos.
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