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RESUMO

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs ndo codificadores de proteinas que atuam
principalmente como silenciadores pds-transcricionais, inibindo a traducdo de RNAS
mensageiros. Evidéncias crescentes revelam que tais moléculas desempenham papéis criticos
em muitos processos bioldgicos importantes. Uma vez que ndo existem anotacGes de termos
de miRNAs na Gene Ontology (GO), tampouco um banco de dados de referéncia com
anotacdes funcionais dos mesmos, o calculo da medida de similaridade entre miRNAs de
forma direta ndo possui um padrdo estabelecido. Por outro lado, a existéncia de bancos de
dados de genes-alvo de miRNAs, como o TarBase, e bases de dados contendo informacdes
sobre associacOes de miRNAs e doencas humanas, como o0 HMDD, nos permite inferir a
similaridade funcional dos miRNAs indiretamente, por meio da analise de seus genes-alvo na
GO ou entre suas doencas relacionadas na ontologia MeSH. Além disso, de acordo com a
estrutura da ontologia de miRNAs OMIT, um miRNA também pode ser anotado com outras
informacdes, tais como a sua natureza de atuagcdo como oncogénico ou supressor de tumor, o
organismo em que Sse encontra, o tipo de experimento em que foi encontrado, suas associacdes
com doencas, genes-alvo, proteinas e eventos patoldgicos. Dessa forma, a similaridade entre
miRNAs pode ser inferida com base na combinacdo de um conjunto de informag6es contidas
nas respectivas anotacGes, de forma que possamos obter um aproveitamento de Vvérias
informac@es existentes, definindo assim um calculo de similaridade funcional “composta”.
Assim, neste trabalho, propomos a criacdo e aplicacdo de um método chamado CFSim,
aplicado sobre a OMIT e que utiliza a ontologia de doengas, MeSH, e a ontologia de genes,
GO, para calcular a similaridade entre dois miRNASs, juntamente com informacgdes contidas
em suas anotacgdes. A validacdo de nosso método foi realizada por meio da comparagdo com a
similaridade funcional inferida considerando diferentes familias de miRNAs e os resultados
obtidos mostraram que nosso método € eficiente, no sentido de que a similaridade entre
miRNAs pertencentes a mesma familia € maior que a similaridade entre miRNAs de familias
distintas. Ainda, em comparagdo com os métodos de similaridade funcional j& existentes na
literatura, 0 CFSim obteve melhores resultados. Adicionalmente, para tornarmos viavel a
utilizacdo do método proposto, foi projetado e implementado um ambiente contendo a
infraestrutura necessaria para que pesquisadores possam incluir dados obtidos de novas
descobertas e consultar as informacdes sobre um determinado miRNA, assim como calcular a

similaridade entre dois miRNAs, baseada no método proposto.

Palavras-chave: MicroRNAs, Similaridade funcional, MeSH, Gene Ontology, OMIT



ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNA that mainly negatively regulate gene
expression by inhibiting translation of target RNAs. Increasing evidences show that such
molecules play critical roles in many important biological processes. Since there are no terms
of miRNAs annotations in Gene Ontology (GO), nor a database with microRNAs functional
annotations, directly calculating the functional similarity between miRNAs does not have an
estabilished pattern aproach. However, the existence of miRNASs target genes database, such
as TarBase, and a miRNAs-disease associations database, such as HMDD, allow us to
indirectly infer functional similarity of miRNAs through the analysis of their target genes in
GO or between their related diseases in MeSH. Moreover, according to the structure of the
ontology of miRNAs OMIT, a miRNA can also be annotated with other information, such as
if it acts as an oncogene or a tumor suppressor, the organism that it belongs, the experiment in
which it was found, its associations with diseases, target genes, proteins and pathological
events. Thus, miRNAs similarity can be inferred based on the combination of a broad set of
information contained in their annotations, indeed, we can use all available information
defining the calculation of a “composed” functional similarity. In this study, we propose the
creation and application of CFSim method applied to the OMIT using the diseases ontology,
MeSH, and gene ontology, GO, to compute miRNAs similarity based on different information
in their annotations. We validated our method by comparing with functional similarity
inferred by miRNA families and the results showed that our method is efficient in sense that
the functional similarity between miRNAs in the same family was greater compared to other
miRNAs from distinct families. Furthermore, in comparison with existing methods of
functional similarity in the literature until the present day, the CFSim showed better results.
Finally, to make feasible the use of the proposed method, an environment was designed and
implemented, containing the necessary infrastructure so that researchers can include data from
new discoveries and see information about a particular miRNA, as well as calculate the
similarity between two miRNAs, based in the proposed method.

Keywords: MicroRNAs, functional similarity, MeSH, Gene Ontology, OMIT
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CAPITULO 1. Introducio

Esta secdo contém uma breve contextualizacdo sobre o tema abordado neste projeto,

assim como a motivacéo e o objetivo do mesmo.

1.1. Contextualizag¢do
MicroRNAs (miRNAs) constituem uma classe de pequenos RNAs ndo codificadores

de proteinas, com aproximadamente 20 a 25 nucleotideos de comprimento, encontrados em
diversos organismos, como animais, plantas, virus, etc. S0 moléculas conservadas ao longo
da evolucdo que atuam como silenciadores pds-transcricionais, sendo por isso capazes de
regular a expressdo génica atraveés da degradacdo de moléculas-alvo de RNA mensageiro ou
da repressdo da traducdo dos mesmos [Ambros-2004; Filipowicx-2008]. Os miRNAs
desempenham papéis criticos em muitos processos bioldgicos importantes, tais como o
crescimento celular, diferenciacdo dos tecidos, proliferacdo celular, desenvolvimento
embrionario e apoptose. Sendo assim, a mutacdo, a desregulacéo e a disfungdo da biogénese
destas moléculas podem resultar em vérias doencas, tal como o cancer [Esquela-Kersher-
2006].

Com o intuito de facilitar a aquisi¢cdo de conhecimentos a partir de fontes ja existentes
no contexto de miRNAs, foram criados bancos de dados que relacionam miRNAs e doencas,
como 0 Human MicroRNA Disease Database (HMDD) [Lu-2008], e bancos que possuem
registrados os sitios-alvo de miRNAs, como o Tarbase [Sethupathy-2006]. Além disso,
recentemente foi criada a primeira ontologia no dominio dos miRNAs, a Ontology for
MiRNAs Target (OMIT) [Huang-2010]. Todos estes avancos na pesquisa de miRNAs tém
motivado ainda mais os estudos para identificacdo e caracterizacdo da influéncia dos miRNAs
em diversas doencas humanas, com destaque ao cancer, e a previsdo de genes-alvos dos
miRNA, tornando este ramo de pesquisa cada vez mais ativo e relevante na area de
bioinforméatica e em especial aos pesquisadores que desenvolvem trabalhos relacionados ao

cancer.

1.2. Motivagdo e Objetivos
Recentemente, varios estudos tém sido conduzidos na tentativa de medir a

similaridade funcional entre genes, principalmente genes codificadores de proteinas. Uma das
metodologias utilizadas para inferir a similaridade funcional entre os genes codificadores de
proteinas € por meio da similaridade de sequencia. Uma segunda forma de se obter avaliacfes
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de similaridade entre genes é por meio da similaridade de expressdo génica [Horvath-2006;
Lin-2007]. Outra forma é através do uso das anotacdes da GO [Du-2009; Lee-HK-2004;
Wang-2007; Lord-2003; Pesquita-2008; Pesquita-2009].

Apesar de métodos de similaridade entre genes codificadores de proteinas baseados na
GO terem alcancado bons resultados [Du-2009], o célculo da medida de similaridade entre
miRNAs de forma direta ndo é muito eficiente, pois ndo existem anotagdes de termos de
miRNAs na GO, tampouco um banco de dados com anotagdes funcionais dos mesmos, uma
vez que a maioria das funcdes dos miRNAs ainda nao estdo bem definidas [Wang-2010b].
Por outro lado, uma grande quantidade de genes-alvo dos miRNAs ja estdo registrados em
bancos de dados, como o TarBase [Sethupathy-2006], por exemplo. Isso nos permite inferir a
similaridade funcional dos miRNAs indiretamente, por meio da analise de seus genes-alvo na
GO [Ren-2009; Roubelakis-2009].

Por outro lado, muitas vezes as informacdes encontradas sobre miRNAs consistem em
relaciona-los diretamente com doencas afetadas pelos mesmos. Recentemente, a quantidade
de registros de associacdes mMiRNA-doenca tem crescido consideravelmente [Lu-2008],
conforme ilustrado na Figura 1; por exemplo, atualmente, o banco de dados de doencas
humanas de miRNAs (HMDD) possui 5076 associacdes miRNA-doenca [HMDD-2014].
Nesse caso, a similaridade entre miRNAs poderia ser inferida a partir da similaridade entre as
doencas relacionadas ao mesmo. Esta similaridade, por sua vez pode ser calculada pela
posicdo dos termos em uma ontologia de doencas, como, por exemplo, a MeSH [MESH-
2014].
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Figura 1. Crescimento do nimero de associa¢cdes miRNA-doenca no HMDD ao longo dos

anos.



Se considerarmos a estrutura da OMIT, um miRNA pode ser anotado também com
outras informac@es, além dos genes-alvo e das doencas relacionadas, tais como a sua natureza
de atuacdo como oncogénico ou supressor de tumor, 0 organismo em que Se encontra, o tipo
de experimento em que foi encontrado, suas associacdes com proteinas e eventos patologicos,
sendo que estas anotacOes podem estar incompletas, ou redundantes. Dessa forma, a
similaridade entre miRNAs pode ser inferida baseando-se na similaridade de genes-alvo, ou
de doencas associadas, complementada com outras informacBes contidas nas respectivas
anotacoes, ou entdo da combinacdo de informacdes, de forma que possamos obter um valor de
similaridade mais efetivo e preciso, caracterizando assim um célculo de similaridade
funcional “composta”.

Assim, neste trabalho, com o objetivo de auxiliar pesquisadores da area de
Biomedicina a compreender os importantes papéis dos miRNAs, suas funcdes e suas
associacOes a diversas doengas humanas, e principalmente o inter-relacionamento entre os
mesmos, apresentamos a criacdo e aplicacdo de um método para calcular a similaridade entre
miRNAs, baseado nas diferentes informac6es contidas em suas anotagfes. Este método é
aplicado sobre a ontologia de miRNAs OMIT utilizando a ontologia de doencas MeSH e a
ontologia de genes Gene Ontology.

Para tornar viavel a utilizacdo do método proposto, foi projetado e implementado um
ambiente contendo a infraestrutura necessaria para que pesquisadores possam incluir dados
obtidos de novas descobertas e consultar as informacdes sobre um determinado miRNA,

assim como calcular a similaridade entre dois miRNAs, baseada no método proposto.

1.3. Organizagdo do texto
Esta monografia esta organizada da seguinte forma: a Secdo 2 apresenta 0s

fundamentos tedricos relacionados ao contexto deste projeto. A Secdo 3 apresenta uma breve
descricdo de alguns trabalhos relacionados. A Secéo 4 relata os materiais que foram utilizados
no desenvolvimento das atividades propostas. A Secdo 5 descreve a metodologia proposta que
foi desenvolvida. A Secdo 6 apresenta a descricdo do framework web desenvolvido. A Secédo
7 contém os resultados obtidos com nosso método. A Secéo 8 possui as coclusdes e trabalhos

futuros, e por fim, a Secdo 9 contém as referéncias bibliogréficas utilizadas.



CAPITULO 2. Fundamentos Teéricos

Este capitulo apresenta os principais conceitos tedricos abordados no trabalho. S&o
descritos os conceitos de MicroRNA e de Ontologias assim como alguns métodos de

similaridade baseados em ontologias ja existentes na literatura.

2.1. MicroRNAs
MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNA, conservadas ao longo da

evolucdo, que regulam a expressdo génica. Sua recente descoberta tem despertado grande
interesse de pesquisadores da area bioldgica e biomédica, uma vez que a compreensdo de sua
funcionalidade pode ajudar a elucidar diferentes processos biologicos aos quais estdo
relacionados. Assim, nesta secdo serdo descritos com maiores detalhes a definicdo, a

biogénese e o funcionamento desta classe de pequenos RNAs.

2.1.1. Definicdo
Os miRNAs constituem uma classe de pequenos RNAs ndo codificadores de proteinas,

com aproximadamente 20 a 25 nucleotideos de comprimento, encontrados em diversos
organismos, como animais [Lagos-Quintana-2001; Lau ET al. 2001; Lee-2001; Mourelatos-
2002], plantas [Llave-2002; Park et al. 2002; Reinhart-2002] e até mesmo virus. Sao
moléculas conservadas ao longo da evolugdo, que atuam principalmente como silenciadores
pos-transcricionais, sendo por isso capazes de regular a expressdo génica através da
degradacdo de moléculas-alvo RNA mensageiro ou da repressdo da traducdo dos mesmos
[Ambros-2004; Filipowicx-2008].

O primeiro miRNA, lin-4 (do inglés lineage-deficient-4), foi descoberto no ano de
1993 por Victor Ambros e seus colaboradores Rosalind Lee e Rhonda Feinbaum, sendo nesta
época associado a regulacdo do desenvolvimento larval em Caenorhabditis elegans [Lee-
1993]. Apos sete anos, 0 MIRNA let-7 também foi descoberto em C. elegans, relacionado a

transicdo da fase larval a fase adulta [Reinhert-2000].

Posteriormente, foram encontradas ocorréncias de miRNAs em diversos organismos
como vermes, moscas, Vvirus e seres humanos [Lagos-Quintana et al., 2003]. Isto sugere que
essas moléculas representam uma familia de genes que evoluiram a partir de um antigo gene

ancestral de um pequeno RNA.



Até os dias atuais, foram registrados 24521 precursores de miRNAs, 30424 miRNAs
maduros de 206 espécies diferentes no miRBase (base de dados de mMIRNAS)
[MIRBASE-2014].

2.1.2. Biogénese
A biogénese dos miRNAs, mostrada na Figura 2, inclui sua transcricdo no nucleo

celular, exportacdo para o citoplasma e subsequente processamento e maturacdo [Singh-
2008].

O processo inicia-se com a acdo da polimerase Il, uma enzima responsavel pela
transcricdo de genes que codificam proteinas [Cowland-2007; Sun-2008], realizando a
transcricdo de seu gene em um longo miRNA primério (pri-miRNA) [Lee-Y-2004]. Os
nucleotideos dos transcritos primarios dos miRNAs formam estruturas secundarias, como as
regides “stem”, em que dois segmentos de RNA com bases complementares séo pareados, e
as regioes “loop”, nas quais os pares de bases ndo sdo complementares, constituindo, assim,
alcas circulares [Sun-2008]. O pri-miRNA ¢ clivado ainda no ndcleo pela ribonuclease
(RNAse) 111, Drosha, gerando uma molécula precursora de miRNA com aproximadamente 60
a 90 nucleotideos, chamada de pré-miRNA [Lee-2003]. A proteina de exportacdo nuclear
exportina-5 transporta este prée-miRNA para fora do ndcleo [LIund-2003]. No citoplasma, o
pré-miRNA é processado pela RNAse 111, Dicer, que remove a alca na estrutura stem-loop
[Schmittgen-2008; Sun-2008; Zhang-2007], resultando na formacéo de um RNA de fita dupla
com aproximadamente 22 nucleotideos [Schmittgen-2008; Singh-2008]. Este duplex de RNA
é incorporado ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, do inglés RNA-
induced silence complex), no qual as duas fitas de RNA sdo separadas pela acdo da Helicase
[Bartel-2009; Sun-2008; Zhang et al., 2007]. Uma destas fitas permanece associada ao RISC e
constitui o0 miRNA maduro, enquanto que a fita complementar sofre degradacdo [Dalmay-
2008; Schmittgen-2008; Sun-2008].
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Figura 2. Processamento do miRNA.
(http://biologiaecologialglobalwarming.wordpress.com/tag/microrna/).

2.1.3. Fungoes

Através do pareamento com sitios 3’UTR da sequéncia de RNAm (regido que ndo é
traduzida em proteina, mas que contém bases de regulacdo da transcri¢do e traducgdo), os
miRNAs sdo responsaveis pela regulacdo génica por meio da degradacdo do RNAmM ou
repressao de sua traducdo em proteinas. Caso o grau de complementaridade entre as bases do
miRNA e do RNAm seja de 100%, havera a clivagem do RNAm. Entretanto, se o pareamento
for parcial, ocorrera somente a repressdo da traducdo do RNAm [Sassen-2008; Sun-2008].

Entretanto, apesar de serem menos comuns, ha ainda outras formas de regulacdo dos
miRNAs. Por exemplo, existem miRNAs que agem positivamente em nivel pos-
transcricional, ativando a traducdo dos genes ao invés de reprimi-la [Iwasaki-Tomari-2009].
Além disso, ha miRNAs que realizam o pareamento com sequéncias codificadoras de
proteinas (Coding Sequence - CDS), outros que se ligam a regiGes promotoras do gene em
DNAs e ainda, aqueles se pareiam com sequéncias de outros RNAs ndo codificadores
[Duursma-2008; Weinmann-2009; Zisoulis-2012; Piovezani-2013].

H& evidéncias crescentes que revelam que os miRNAs desempenham papéis criticos
em muitos processos bioldgicos importantes, tais como o crescimento celular, diferenciacéo
dos tecidos, proliferacdo celular, desenvolvimento embrionario e apoptose. A mutacdo, a

desregulacéo e a disfuncdo em sua biogénese podem resultar em varias doencas, tais como o
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cancer. Dependendo do tipo celular e da forma em que sdo expressos, um mesmo miRNA
pode exibir atividade oncogénica ou supressora tumoral. Os mIRNAS oncogénicos
encontram-se superexpressos em tumores malignos e atuam estimulando a proliferacdo
celular e inibindo a acdo de genes supressores tumorais e genes que controlam a apoptose. Por
outro lado, alguns miRNAs apresentam expressdo reduzida em tumores malignos, sendo
considerados supressores tumorais. Estes miRNAs atuam contra o desenvolvimento de

neoplasias através da inibicdo de oncogenes [Cowland-2007; Gartel-2008; Zhang-2007].

2.1.4. Familias de miRNAs
Os miRNAs sdo agrupados em familias de acordo com suas sequéncias precursoras,

ou seja, miRNAs que pertencem a uma mesma familia possuem sequéncias idénticas ou muito
semelhantes [Griffiths-Jones-2010; Xu-2013].

Além disso, as regides seed de sequéncias de miRNA da mesma familia sdo idénticas.
Essas regides sdo compostas por normalmente 2 a 8 nucledtidos a partir da extremidade 5 do
miRNA e sdo amplamente utilizadas como as regides-chave para reconhecimento do gene-
alvo do miRNA [Bartel-2009; Xuan-2013; Xu-2014].

Sendo assim, 0s membros de uma mesma familia provavelmente regulam um conjunto
comum de genes-alvo, portanto apresentam alta similaridade funcional e desempenham um
papel-chave nos processos bioldgicos semelhantes, e consequentemente, € mais provavel que

estejam associados a doengas similares [Xuan-2013; Wang-2010-b; Yu-2007].

2.1.5. Nomenclatura
A atribuicdo do nome para um miRNA ocorre depois que este miRNA ja foi validado

experimentalmente e possui uma publicacdo relacionada [Piovezani-2013]. Os miRNAs sdo
nomeados utilizando “miR” seguido de um unico numero identificador, por exemplo, miR-1,
miR-2, ...miR-100, etc). Este numero identificador é atribuido sequencialmente, sendo que
miRNASs idénticos possuem o0 mesmo numero, independentemente do organismo [Ambros-
2003]. Para facilitar o reconhecimento pelo tipo de organismo, é atribuido um prefixo de 3
letras para identificar o mesmo. Por exemplo, no caso de Homo Sapiens, temos hsa-miR-121.
Enquanto os miRNAs maduros sdo nomeados com “R” mailsculo, os genes que
possuem como transcritos estes miRNAs, sdo referenciados com o “r” minusculo, como por
exemplo hsa-mir-121. Sequéncias precursoras distintas e diferentes loci gendmicos que
transcrevem sequéncias de miRNAs idénticas possuem nomes com sufixos numéricos, como

hsa-mir-121-1 e hsa-mir-121-2. Ja os sufixos em letras denotam sequéncias de miRNAs



estritamente relacionadas - por exemplo hsa-miR-121a e hsa-miR-121b seriam expressos a
partir dos precursores hsa-mir-121a e hsa-mir-121b, respectivamente [Griffiths-Jones-2006].
Inicialmente, utilizava-se o sufixo asterisco (*) para indicar que as duas sequéncias
que compdem a fita dupla do miRNA eram funcionais. Posteriormente, passaram a adotar 0s
sufixos 3p e 5p para indicar se o miRNA foi originado da extremidade 3° ou 5’ da fita,
respectivamente.
Os miRNAs let-7 e lin-4 sdo excecbes Gbvias ao esquema de nomeacao, sendo estes

nomes mantidos devido a razdes historicas.

2.2. Ontologias
Ontologia é um termo de origem filosdfica e, embora tenha sido bastante confinada a

Filosofia no passado, atualmente tem ganhado importante papel em areas como Inteligéncia
Artificial, Linguistica Computacional e Teoria de Banco de Dados. Nesta secdo serdo

apresentadas sua definigdo e sua ampla utilizacdo no dominio bioldgico e biomédico.

2.2.1. Definicdo

De acordo com Gruber, ontologia é uma especificacdo explicita de uma
conceitualizacdo [Grubber-1995]. A conceitualizacdo € uma visdo abstrata simplificada do
mundo que se deseja representar para algum propdsito [Grubber-1995] e uma especificacdo
explicita significa que o tipo de conceitos usados e restricdes sobre 0 seu uso devem ser
explicitamente definidos. Em 1997, Borst complementou a definicdo de Grubber, dizendo que
ontologia ¢ uma especificacdo formal de uma conceitualizagdo compartilhada. Por “formal”,
Borst se referia ao fato de que uma ontologia deve ser passivel de ser processada por uma
maquina, e por “compartilhada” que a ontologia deve refletir o conhecimento consensual,
aceito por um grupo e ndo restrito por alguns individuos [Borst-1997]. Um ano depois,
Studer, Benjamins, Fensel [Studer-1998] unem ambas as defini¢des anteriores, afirmando que
uma ontologia é uma especificacdo formal e explicita de uma conceitualizacdo compartilhada.

Em resumo, uma ontologia possui definicdes que associam nomes de entidades no
universo do discurso (por exemplo, classes, relagdes, fungbes etc. com textos que descrevem
0 que 0s nomes significam e os axiomas formais que restringem a interpretacdo e o uso desses
termos).

Ontologias tém sido aplicadas em diversas areas de pesquisa, como Engenharia do

Conhecimento, Integragdo Banco de Dados, Extragdo e Recuperacdo de Informagdes



[Guarino-1998]. Seu uso apresenta muitos beneficios [Noy McGuinnes-2001; Marietto-2002;
Freitas-2003], tendo em destaque a possibilidade de comunicagédo entre pessoas, agentes e
sistemas, ja que permite reuso, mapeamento de formalismos, compartilhamento de
conhecimentos, dentre outras funcionalidades.

De acordo com o nivel de generalizacdo, as ontologias sdo divididas em 4
classificagOes distintas [Guarino-1998], conforme ilustrado na Figura 3:

- Ontologias de Alto Nivel: descrevem conceitos muito gerais, como por exemplo
espaco, tempo, evento, 0s quais sdo independentes de um problema ou dominio particular.

- Ontologias de Dominio: descrevem o vocabulério relacionado a um determinado
dominio, como medicina, veiculos, documentos, entre outros.

- Ontologias de Tarefas: descrevem o vocabulario associado a uma determinada tarefa
ou atividade, como diagnostico, venda, etc.

- Ontologias de Aplicacdo: descreve conceitos que dependem tanto de dominios
quanto de tarefas. Estes conceitos normalmente correspondem a regras aplicadas a entidades

de dominio enguanto executam determinada tarefa.

Ontologia de
Alto-Nivel
Ontologia de Ontologia de
Dominio Tarefa
Ontologia de
Aplicagdo

Figura 3. Diferentes tipos de Ontologias e seus relacionamentos.

Na préxima secdo serd descrito o uso das ontologias e seus beneficios na area de
Biomedicina, assim como alguns exemplos das ontologias biomédicas mais famosas e mais

amplamente utilizadas.

2.2.2. Ontologias Biomédicas

As bases de dados em ciéncias biomédicas tém crescido constantemente, [Vogt-2012]
e isto faz com que seja dificil para os pesquisadores “ficarem a par” do conhecimento
biomédico atual e compreenderem e interligarem essa quantidade macica de informacéo

online. Paralelamente a este crescimento foi surgindo a importancia de organizar e padronizar



0 contetdo destas informagfes. Assim, as ontologias foram sendo reconhecidas dentro da
comunidade de bioinformatica [Schulze-Kremer-1998] por desempenharem papel importante
neste processo de normalizacdo, ja que podem fornecer vocabularios controlados com
explicitas definicdes e denominagdes em uma sintaxe altamente formalizada. Estas ontologias
da area biomédica s&o chamadas bio-ontologias.

A primeira e mais conhecida bio-ontologia é a Gene Ontology (GO) criada pelo
consortium de bioinformatas, liderados por Michael Ashburner e Judith Blake [Consortium,
2000]. A GO é composta por um conjunto de vocabularios controlados, estruturados e bem
definidos para descrever dominios chave de biologia molecular, incluindo atributos de
produtos génicos e sequencias bioldgicas. Portanto, a GO possui trés ontologias que
representam diferentes dominios: componente celular, composto pelas partes de uma célula
ou seu ambiente extracelular; funcdo molecular, composto por atividades elementares de um
produto génico ao nivel molecular, tais como ligacdo ou catalise; e processo bioldgico,
composto pelas operagdes ou conjuntos de eventos moleculares com comeco e fim definidos,
pertinentes para o funcionamento de unidades vivas integradas, ou seja, células, tecidos,
Orgdos e organismos. A interacao entre os termos de uma mesma ontologia e entre ontologias
diferentes é feito por meio de um conjunto de 6 diferentes relacionamentos: “is-a”,
“part of”, “regulates”, ‘“positively-regulates”, “negatively-regulates” e “has part”
[CONSORTIUM, 2010].

Devido ao sucesso da GO, novas ontologias foram subsequentemente propostas e
desenvolvidas para cobrir outros dominios da biologia, tais como anatomia, estrutura, doenca,
fendtipo e caminhos.

O Unified Medical Language System (UMLS) foi criado pela National Library of
Medicine dos EUA, sendo um tipo de meta-terminologia, subsumindo o conteddo de outras
terminologias. O objetivo da UMLS ¢é construir uma fonte de conhecimento para auxiliar os
profissionais da salde a recuperar e a integrar informacbes biomédicas, amenizando o0s
problemas de recuperacgéo devido as diferencas de terminologias e dispersdo das informagoes
relevantes em diversos bancos de dados existentes.

Outro exemplo de ontologia é o0 Modelo Fundamental de Anatomia (FMA, do inglés
Foundational Model of Anatomy), desenvolvido por Cornelius Rosse da Universidade de
Washington, € uma ontologia que representa 0 conhecimento sobre a anatomia humana
[Rosse-2003]. O FMA foi desenvolvido especificamente para fornecer conceitos e relagdes
pertencentes a estruturas anatdbmicas humanas, com a intencdo de expandir o contetdo
anatomico do UMLS [Cimino-2006].
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O aumento rapido no nimero de ontologias foi criando obstaculos ao processo de
integracdo das mesmas. Assim, foi criado o Open Biological and Biomedical Ontologies
(OBO) Foundry para fornecer um conjunto de principios para o desenvolvimento de
ontologias, com o objetivo de criar um conjunto de ontologias ortogonais de referéncia
interoperaveis e logicamente bem formadas na area biomédica [Smith et al., 2007; OBO]. A
maioria das ontologias em OBO Foundry é conduzida por biélogos que tentam compreender

as propriedades e as funcdes das diversas entidades bioldgicas [Mi-2011].

2.3. Similaridade Semantica em Ontologias
Com uso de ontologias é possivel comparar suas entidades por meio de suas

anotacbes. Esta comparacdo geralmente é feita implicitamente, como por exemplo,
encontrando o0s termos em comum entre as entidades comparadas. Entretanto, uma
comparacgdo explicita pode ser feita utilizando medidas de similaridade semantica entre as
entidades de uma ontologia.

2.3.1. Comparacao entre Termos
Ha uma série de abordagens disponiveis para quantificar a similaridade semantica

entre 0s termos ou as entidades anotadas em uma ontologia representada por um grafo
aciclico dirigido (DAG, do inglés “Directed Acyclic Graph”), como a GO, por exemplo. Com
destaque para dois tipos de abordagens de comparacdo de termos: a baseada em arestas
(Edge-based) e a baseada em nds (Node-based). Diferentes métricas, mostradas na Figura 4,
proposta por Pesquita [Pesquita-2009], podem ser aplicadas nestas abordagens e serdo

descritas a seguir.

Comparando
Termos

Baseada em HBaseada ¢m
Mos Arestas

o " - inho
Externa . Interna . . . Camin
Distdncia Compartilhade

- - ) " Ne de
Anotagies = Profundidade - Fllhos

c i Densidade
- Compartilhado - e Link

MICA = = DpCA

Figura 4. Principais abordagens utilizadas na literatura para comparagao entre termos
[Pesquita-2009].
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- Baseada em Arestas: realiza a contagem do nimero de arestas existentes no caminho
do grafo entre os dois termos que estdo sendo comparados [Rada-1889]. A técnica de
distancia, mais comumente utilizada, seleciona o caminho mais curto ou a média de todos 0s
caminhos, quando mais de um caminho existe. Ja a técnica do caminho em comum calcula a
similaridade diretamente pelo comprimento do caminho a partir do ancestral em comum mais
proximo dos dois termos até o no raiz [Wu-1994].

Ambas as técnicas citadas acima sdo baseadas no pressuposto de que arestas de
mesmo nivel na ontologia correspondem a mesma distancia semantica entre os termos.
Apesar destas duas técnicas serem bastante intuitivas, o pressuposto no qual sdo baseadas,
raramente é verdadeiro no contexto das ontologias biol6gicas. Assim, varias estratégias foram
propostas na tentativa de atenuar estas questfes, tais como arestas de ponderacao diferente,
consoante a sua profundidade hierarquica, ou usando no densidade e tipo de link [Richardson-
1994].

- Baseada em NoOs: compara as propriedades dos termos envolvidos, os quais podem ser
relacionados com eles mesmos, seus antepassados ou seus descendentes. Nesta abordagem,
geralmente ¢ calculado o conteudo da informagdo (IC, do inglés “Information Content”), o
qual fornece a medida de quédo especifico e informativo € um termo. O IC pode ser calculado
pela equacdo:

IC=-logp(c) (1)

em que p(c) é a probabilidade de ocorréncia de um termo ¢ em um banco de dados especifico,
sendo normalmente estimado pela sua frequéncia de anotacdo. Em uma taxonomia, a funcao
p(c) é monotbnica crescente no sentido das folhas em direcdo a raiz, ou seja, se um termo c1
‘é-um’ termo cz, entdo p(c1) < p(c2). Mais ainda, se a taxonomia possui um Unico no topo,
entdo sua probabilidade é igual a 1 e entdo seu IC é igual a zero. O uso do log negativo da
probabilidade se deve ao sentido de que conforme a probabilidade aumenta, o contetdo da
informacdo diminui, sendo assim, quanto mais abstrato o termo, menor sera seu contetudo de
informacdo [Resnik-1995]. O IC também pode ser representado pelo numero de filhos que um
termo possui na estrutura de uma ontologia [Seco-2004].

Conforme mostrado na Figura 4, na abordagem baseada em nos também podem ser
aplicadas técnicas que utilizando o nimero de anotagdes compartilhadas [Budanistky-2001], o
nimero de ancestrais em comum dentro da estrutura da ontologia e outras tipos de

informacdes como a profundidade e densidade do né [Othman-2007].
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2.3.2. Comparacao entre Produtos Génicos
No contexto da GO, seus produtos génicos sao anotados por varios termos contidos em

todas as suas trés categorias, ou seja, um produto génico tem suas funcbes descritas por
diferentes termos de fun¢Bes moleculares, participam de varios processos biologicos e sdo
alocados em diferentes componentes celulares. Dessa forma, é necessario utilizar a
comparagdo entre conjuntos de termos do que entre termos Unicos para obter a similaridade
funcional entre dois produtos génicos. Para isso, existem duas abordagens possiveis de serem
utilizadas: em pares (Pairwise) e em grupos (Groupwise). Diferentes técnicas podem ser
aplicadas em cada uma dessas abordagens, conforme mostra a Figura 5.

‘'omparandd
Produtos

—~_Génicos
,/"/ \\
-~ "~
-~ ~

/

Todos Melhores
Pares Pares

Figura 5. Principais abordagens utilizadas na literatura para comparacao entre produtos
génicos [Pesquita-2009].

- Em Pares: Nesta abordagem, a similaridade funcional entre dois produtos génicos é
feita por meio da combinacdo das similaridades semanticas entre seus termos, ja que cada
produto génico € representado pelo seu conjunto de anotacBes. Algumas técnicas utilizam
todas as combinagOes entre os pares de termos dos dois conjuntos de anotacgdes, enquanto
outras consideram apenas o par de melhor correspondéncia para cada termo. Posteriormente,
combinando essas similaridades semanticas por meio do calculo da média, maximo ou soma,
é obtido um valor global de similaridade semantica.

- Em Grupo: Nesta abordagem, a similaridade funcional entre produtos génicos pode
ser calculada utilizando-se uma de trés diferentes técnicas. A primeira é a técnica de
conjuntos, na qual sdo consideradas somente as anotacdes diretas dos termos a serem
comparados. A segunda € a tecnica de grafos, a qual representa os produtos génicos como
subgrafos da GO que correspondem as suas anotacdes diretas e indiretas. E a Ultima técnica é
a de vetores, representando os produtos génicos de interesse no espacgo vetorial, com cada

termo sendo representando por uma dimenséo.
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2.3.3. Medidas de Similaridade entre Termos
2.3.3.1 Baseada em Nés

As técnicas de medidas de similaridade mais comumente utilizadas na GO s&o: MICA
(do inglés “Most Informative Commom Ancestor”) e DCA (do inglés, “Disjoint Commom
Ancestors”). Ambas quantificam a informacdo que dois termos compartilham, ou seja,
calculam a similaridade semantica aplicando o conceito de IC ao ancestral comum entre estes
termos. Entretanto, na técnica MICA somente o ancestral comum com o maior valor de IC é
considerado [Resnik-1995], enquanto que na técnica DCA todos os ancestrais comuns
disjuntos sdo considerados. Dois ancestrais comuns sdo disjuntos se forem caminhos
independentes de ambos 0s ancestrais até o termo, ou seja, caminhos que utilizam pelo menos
um termo da ontologia néo utilizado pelos demais caminhos [Couto-2005].

Em ambas as técnicas MICA e DCA, o valor do IC € enviesado devido ao fato de que
os termos relacionados as areas de maior interesse sdo mais frequentemente anotados que
outros termos. No entanto, a utilizagcdo do IC ainda faz sentido a partir de um ponto de vista
probabilistico: € mais provavel que dois termos compartilhem um termo mais comumente
usado do que um termo raramente usado, independentemente de que o termo € comum por ser
genérico ou porque esta relacionado a um tema de pesquisa relevante [Pesquita-2009].

Resnik, Lin e Jiang e Conrath [Resnik-1995; Lin-1998; Jiang-Conrath-1997] calculam
a similaridade utilizando medidas baseadas em nos e no valor de IC. Resnik utiliza somente o

valor de IC do MICA como medida de similaridade entre dois termos:

SiMpes(c1, €2) = 1C(cmica) = ~_max [=log(p(c))]. (2)

c € S(cy,c2)

onde S(cy, c,) € 0 conjuto de termos que incluem ambos c;e c,.

Ja Lin, Jiang e Conrath, [Lin-1998; Jiang-Conrath-1997] a fim de levar em
consideracdo ndo s6 a informacdo compartilhada entre dois termos, mas também quédo
distantes estes termos estdo de seu ancestral comum, relacionam o IC do MICA com o IC dos

termos que estdo sendo comparados:

2xI1C(cMmica) ( )

SimLin(C1; CZ) = IC(cq1)+ IC(c3)

Sim]C(Cp c;) = 1— IC(cy) + IC(cz) — 2xIC(cmica) (4)

A desvantagem de simvin € simyc é que ambas medidas sdo deslocadas do grafo, ou

seja, sdo proporcionais as diferencas de IC entre os termos e seu ancestral comum,
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independentemente do valor de IC deste ancestral. A fim de proporcionar o0 posicionamento
no grafo e levar em consideracao a relevancia da informacao, uma vez que termos genéricos
ndo possuem alta relevancia para a comparacdo de diferentes produtos génicos, Schlicker
[Schlicker -2006] utiliza a medida de Lin [Lin-1998] juntamente com a probabilidade de
anotacdao de MICA como um peso.

simge (€, ¢2) = simyip(cy,¢3) X (1 — p(emica)) (5)

Couto [Couto-2005] propbs uma abordagem de medida de similaridade chamada
GraSM, a qual é melhor adaptada a GO por considerar ndo somente um Gnico ancestral em
comum (MICA), mas sim os varios ancestrais disjuntos (DCASs) que os termos da GO podem
conter. Ou seja, o fato de que dois ancestrais disjuntos de um termo representam duas
interpretacdes distintas deste termo faz com que o calculo da similaridade entre dois termos
usando apenas o ancestral comum mais informativo represente apenas uma destas
interpretacdes. Sendo assim, medidas de similaridade devem também contribuir para as outras
interpretagdes de ambos os termos. Desta forma, GraSM considera que ax e a representam 0s
ancestrais disjuntos de um termo c se existe um caminho de a; para ¢ ndo passando por a; e

um caminho de az para ¢ ndo passando por ax:

DisjAnc(c) = { (a4, a,)|

(Elp : (p € Paths(ay,¢)) A (ay € p)) A (Elp : (p € Paths(ay, ) A (a, ¢ p))} (6)

Dados dois termos c1 e c2, Sseus ancestrais disjuntos comuns sdo o ancestral comum
mais informativo dos ancestrais disjuntos de c1 e c2, ou seja, a1 € um ancestral comum
disjunto de c1 e c2 se, para cada ancestral a; mais informativo do que ai, a: e a» Sao ancestrais

disjuntos de c1 ou c2:
CommonDisjAnc(cy, c;) = {a4]
a, € CommonAnc(cq,c,) A
Va, : [(az € CommonAnc(cy, ;) A (IC(ay) < IC(az))] -
[(ay,a;) € (DisjAnc(cy) U DisjAnc(cy))]} (7)

Assim, GraSM define a informacdo compartilhada como a media dos ICs do o0s

ancestrais disjuntos comuns:

15



Sharegrqasu(cy,c;) = {IC(a)|la € CommonDisjAnc(cy,c)} (8)

Ou seja, a abordagem GraSM pode ser aplicada a qualquer um dos métodos j& acima
descritos, substituindo o IC do MICA pelo IC médio de todos DCA:s.

Bodenreider [Bodenreider, et, al., 2005] representa cada termo da GO como um vetor
de todos os produtos génicos anotados pelo termo e entdo, calcula a similaridade entre dois
termos através do produto escalar de seus vetores. Desta forma, Bodenreider utiliza nédo
somente a teoria da informacédo contida no IC, mas também utiliza os dados de anotacdes da
ontologia.

2.3.3.2. Baseada em Arestas
Yu [Yu-2005] aplicou sobre a GO uma medida baseada no maior caminho entre o

ancestral comum mais baixo entre dois termos e a raiz (Profundidade Méaxima do Ancestral
Comum), e no maior caminho entre cada um dos termos e aquele ancestral comum. Esta
medida foi inicialmente proposta por Pekar e Staab [Pekar-Staab-2002] e é dada pela seguinte
expresséo:

8(cy,root) ( )
8(ca,root)+ 8(cq,ca)+ 8(cz,ca)

simpg(cy,C3) =

onde 8(cq,c,) € 0 numero de arestas do caminho mais longo entre termo c; e c,, c; € 0
ancestral comum mais baixo de c; e c,, ou seja, o ancestral em comum de c; e c,que fica
mais distante da raiz (root). A medida simpg € diretamente proporcional ao nimero de arestas
de um ancestral comum mais baixo até o nd raiz, o que concorda com a intui¢do de que um
dado nimero de arestas entre duas classes especificas significa maior semelhanga do que o
mesmo numero de arestas entre duas classes mais gerais.

A medida de Profundidade Méaxima do Ancestral Comum também foi utilizada por
Cheng [Cheng-2004], entretanto, ele adicionou pesos para cada aresta para refletir a
profundidade, uma vez que, quanto mais perto um né esta da raiz, mais geral é 0 seu conceito
e, portanto, maior quantidade de informacéo é transmitida pelas arestas de alto nivel. JA& Wu
[Wu-2005] propds a mesma medida, porém, sem pesar as arestas. Além disso, a fim de
considerar a especificidade dos termos, Wu também introduziu na medida de Profundidade
Maéaxima do Ancestral Comum a distancia () ao nd folha mais préximo e a distancia (y) ao
ancestral comum mais baixo (do inglés Most Recent Common Ancestor, MRCA) [Wu-2006].
Wu definiu a especificidade do ancestral comum mais baixo de dois termos c; e c,(a) como

sendo:
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max {n° termos comuns entre path,, and path, } — 1 (10)
path, €Path(cy),

pathy€Path(c;)
onde Path(c1) e Path(c2) correspondem aos conjuntos de caminhos do termo c1 e co,
respectivamente, até o termo raiz da ontologia.

De acordo com Wu [Wu-2006], dist(u,v) é o nimero de arestas do menor caminho
entre o termo u e o termo v. Sendo assim, propds que a generalidade de um termo € definida
pela distancia minima entre o termo e todas as suas descendentes folhas, ou seja, quanto
maior a distancia, mais geral € o termo. Assim, p mede quao relativamente gerais sdo os

termos c; e c,na ontologia.
B = max {{lnelg{dlst(cl,u)}, {Inel‘r}{dlst(cz,v)}} (1)

onde U = {todos os nés folhas descendentes de c;}, V = {todos os nos folhas descendentes de

cy }

Wu definiu a distancia entre dois termos e seu MRCA) como:
y = dist (MRCA, ¢;) + dist(MRCA, c;) (12)

Se o valor de vy for baixo, isto significa que c; e ¢, compartilham muita similaridade
localmente relativa ao MRCA.

A figura abaixo (Figura 6) exemplifica num grafo aciclico dirigido as trés possiveis
configuracdes a, B e vy, que descrevem dois termos a serem comparados em um determinado
DAG. Considerando termi e termj como 0s termos que estdo sendo comparados, MRCA ¢é seu
0 ancestral comum mais baixo, representando o mais especifico de todos os ancestrais comuns
de termi e termj. Na configuracdo A, os dois termos se sobrepdem, ou seja, termi é o préprio
termj e sendo assim, também é o proprio MRCA. Em B, termj é um descendente de termi;
entdo termi é também o seu MRCA. Finalmente, na configuracdo C ndo existe um caminho
entre os dois termos. As linhas tracejadas indicam que pode haver mais do que um caminho
entre dois termos. Da mesma forma, nos tracejados representam um ou varios “termos folha”

descendentes de um “termo pai”.
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Figura 6. Possiveis configuragdes a, B e y num grafo aciclico dirigido.

Assim, combinando as férmulas a, B e y, Wu calculou a Similaridade Especifica
Relativa (RSS):

maxDepth®0 o (13)

RSS(termi’ termj) - maxDepthG0y " a+ B

onde maxDepth®® é a distancia maxima da raiz até os termos folhas.

2.3.3.3. Hibrido
Um exemplo de medida de similaridade hibrida foi desenvolvido por Wang [Wang-

2007] na qual a cada aresta € dado um peso de acordo com o tipo de relacionamento. Wang
representou um termo A de uma ontologia como um grafo:
DAGa=(A,Ta E4), onde Ta € 0 conjunto de todos nds ancestrais de A, incluindo o préprio no
A e Ea € 0 conjunto de arestas correspondentes.

Considerando um determinado termo A e seu ancestral t, a contribuicdo semantica de t
para A, chamado de valor S, € o produto de todos 0s pesos das arestas no melhor caminho de t

a A, ou seja, 0 caminho que maximiza o produto.

{SA(A) =1 (14)

Sa(t) = max{w, * S,(t")| t" € filhosde(t)}set +# A’
onde we € o fator de contribuicdo semantica (peso) para a aresta e que liga o termo t aos seus
filhos t’.

Wang calcula o valor total de contribuicdes seménticas de cada ancestral de um

determinado termo ao préprio termo pela equaco:
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SV(A) = Xier,Sa(t) (15)
onde Taé o conjunto de todos os ancestrais do termo t.
Assim sendo, a similaridade semantica entre dois termos € calculada pela soma das
contribui¢Bes semanticas de todos ancestrais comuns a ambos 0s termos e a diviséo pelo total
de contribui¢cdes semanticas de cada ancestral do termo ao proprio termo:

YeeTanTp(Sa(O)+ Sp(1)

S(4,B) = SV(4)+ SV(B)

(16)

Desta forma, Wang calcula a similaridade seméantica de dois termos baseada na
posicdo de ambos estes termos dentro de uma ontologia e nas relacdes semanticas dos

mesmos com seus ancestrais.

2.3.4. Medidas de Similaridade entre Produtos Génicos
- Em Pares: O uso de medidas de similaridade funcional entre produtos génicos por

meio de abordagens baseadas em pares € mais comumente aplicado juntamente com medidas
baseadas em nos, e foi primeiramente utilizado por Lord [Lord-2003], por meio do célculo da
média das similaridades entre todos pares de nds. Couto e Azuaje [Couto-2005; Azuaje-2005]
também optaram pelo uso da média entre as similaridades entre pares, entretanto,
consideraram somente os melhores pareamentos (best-matching). Schliker [Schliker-2006]
aplicou a estratégia de Couto e Azuje combinando similaridade semantica entre ambas
subarvores da GO: funcdo molecular e processo bioldgico. Tao [Tao-2007] também
aprimorou a similaridade baseada somente nos melhores pareamentos a fim de reduzir ruidos,
assim, fez-se do uso de um limiar de similaridade minima para selecionar os melhores
pareamentos. Diferentemente dos autores citados que usaram a média, Sevilla [Sevilla-
2006/5] e Riensche [Riensche-2007] levaram em consideracdo o valor maximo dentre as
similaridades entre os pares.

Abordagens baseadas em pares também sdo aplicadas a medidas baseadas em arestas:
Wang e Pozo [Wang-2007; Pozo-2008] utilizaram a estratégia de média dos melhores
pareamentos, enquanto que Lei [Lei-2006] testou diferentes combinac@es de estratégias, como
média, méaximo, soma de todos os pares, melhores pares e somente combinagfes exatas.

- Em Grupo: Abordagens puramente baseadas em grupo ndo sdo comuns, uma vez
que apenas poucas medidas consideram somente anotacfes diretas. Entretanto, varias
abordagens baseadas em grafos utilizam técnicas de similaridade em grupo para simplificar o

problema de pareamento de grafos.
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Lee [Lee-SG-2004] foi o primeiro a aplicar medidas baseadas em grafos sobre a GO.
Para isso, definiu a similaridade entre dois produtos génicos como sendo equivalente ao
nimero de termos que eles compartilham (em inglés, Term Overlap - TO). Mais
recentemente, Mistry [Mistry-2008] propds uma versdo normalizada da medida de Lee (NTO,
do inglés Normalized Term Overlap), na qual o numero de termos compartilhados é dividido
pelo tamanho do conjunto de anota¢Ges para 0 gene com 0 menor nimero de anotagdes.

Gentleman [Gentleman-2005] criou medidas de similaridade baseadas em grafos como
simLP e simUI. A primeira estende o conceito de profundidade maxima do ancestral comum
para 0s produtos génicos de forma que dois produtos génicos sdo tdo similares quanto a
profundidade do termo que € o ancestral comum mais baixo para anotac¢éo direta de todos os
termos. J& o simUI considera os produtos génicos como sendo 0 conjunto de termos nos seus
subgrafos de anotacdo e utiliza o indice de Jaccard para calcular a similaridade entre eles:

ANB
](A,B) = ﬁ (17)

Com base neste mesmo indice de Jaccard, Pesquita [Pesquita-2007] prop6s a medida
simGIC, na qual cada termo GO é pondereado pelo seu IC. Ye [Ye-2005], por sua vez, propbs
uma versdo normalizada de simLP, levando em conta as profundidades minima e maxima
dentro de cada categoria da GO.

Cho [Cho-2007] desenvolveu uma abordagem baseada em grupo mais simplificada,
calculando a similaridade semantica entre dois produtos génicos através do IC do termo mais

informativo que estes produtos compartilham.
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CAPITULO 3. Trabalhos Correlatos

Nesta secdo serdo apresentados dois trabalhos recentes sobre a similaridade entre

mMiRNASs encontrados na literatura.

3.1. MISIM
Wang e seus colaboradores [Wang-2010b] criaram um método de similaridade de

miRNAs chamado MISIM (MicroRNA Similarity), utilizando a ontologia MeSH e a base de
dados de associacGes de miRNAs-doencas humanas HMDD. Dessa forma, para comparar
dois miRNAs MA e MB, por exemplo, Wang seguiu quatro passos principais.

Primeiramente, identificou os conjuntos de doencas, denotados como DA e DB,
associadas aos dois miRNAs de interesse. Em seguida, calculou o valor semantico das
doencas baseado no DAG das mesmas. Apos isso, foi calculada a similaridade semantica para
cada par de doencgas entre DA e DB no valor semantico da doenga. Todas estas etapas foram
realizadas com os métodos propostos num trabalho anterior de Wang [Wang-2007], ja
descritos como métodos hibridos, na se¢édo 2.3.3.3.

Finalmente, a similaridade funcional entre MA e MB foi calculada com base na
similaridade semantica entre os conjuntos DA e DB. Entretanto, Wang também levou em
consideracdo as contribui¢es de doencas similares que sdo associadas com estes miRNAS.
Para isso, a similaridade semantica entre uma doenca (dt) e um grupo de doencas (DT={dty,
dtz, ...dtk}) foi definida como sendo a similaridade méxima entre aquela doenca e cada doenca

pertencente ao grupo:

S(dt, DT) = max(S(dt, dt))) (18)

Desta forma, considerando que um miRNA MA possui um grupo de doencas
relacionadas DT: contendo m doencas, e um segundo miRNA MB possui outro grupo de
doencas relacionadas DT>, contendo n doencas, a similaridade funcional entre MA e MB é
dada por:

Yi1<ism S(At13,DT2)+ X1<j<n S(dt;j,DTy)
m+n

MISIM(MA, MB) =

(19)

Wang e seus colaboradores validaram seu método, comparando-o com outros métodos
capazes de inferir a similaridade funcional dos miRNAs, como familias e clusteres de
MiRNAs e similaridade de expressdao de miRNAs. Os resultados obtidos mostraram que 0

método proposto por Wang é confiavel.
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3.2. GOSemSim
Em um trabalho mais recente, Yu [Yu-2011] e seus colaboradores, desenvolveram um

pacote de rotinas escritas na linguagem R chamado GOSemSim (Gene Ontology Semantic
Similarity), com o intuito de medir a similaridade funcional entre miRNAs. Este pacote possuli
a implementacdo dos métodos propostos por Resnik [Resnik-1998], Lin [Lin-1998], Jiang
[Jiang-1997], Schlicker [Schliker-2006] e Wang [Wang-2007], além de conter 19 diferentes
espécies de miRNAs, como humana, bovina, canina, galindcea, de chimpanzés, de ratos, de
porcos, entre outras.

Para realizar o célculo da similaridade, Yu utilizou anotacbes da GO, mais
especificamente, o sub-grafo de fun¢Ges moleculares, de genes-alvo dos miRNAs de interesse
e 0 método de Wang. Yu optou por este método por ser baseado na estrutura de grafo da GO e
por utilizar outros algoritmos baseados no conteldo da informagdo, sendo assim, mais
consistente com as perspectivas humanas [Wang-2007]. Yu realizou a combinacdo das
similaridades entre varios genes-alvo para medir a similaridade entre dois miRNAs com base
no método de Wang, conforme a equacdo 20. As similaridades entre estes dois conjuntos de
genes associados aos miRNAs de interesse formam uma matriz, e a similaridade entre os
miRNAs é calculada, entdo, pela média entre a similaridade méaxima por linha e a

similaridade maxima por coluna.

Sim = Y1<ism max(Scorey; )+ Li<j<n max(Scorey;

2 (20)

m+n

Yu e seus colaboradores validaram seu método por meio da comparacdo com a
similaridade de expressdao de miRNAs, a qual mostrou que clusteres de miRNAs possuem
parentesco funcional quando existe cofuncdo entre seus genes-alvo. As similaridades obtidas
pelo método de Yu sdo consistentes com o conhecimento bioldgico de relacionamentos

funcionais entre miRNASs.
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CAPITULO 4. Materiais

Nesta se¢édo serdo descritos os materiais utilizados como dados para este projeto e a
fonte de onde os mesmos foram retirados. Também serd destacado o nosso proprio banco de

dados unificado (CFSim Database) composto da integracdo dos materiais utilizados.

4.1. Ontologias
Aqui serdo brevemente descritas as ontologias utilizadas neste trabalho.

4.1.1. Ontology for MicroRNA Target (OMIT)

Em um trabalho realizado recentemente, em 2010, Huang e seus colaboradores
[Huang-2010] criaram a primeira ontologia sobre o dominio de miRNAs, a OMIT (do inglés
Ontology for MicroRNA Target). Com esta representacdo formal do conhecimento, é possivel
facilitar a aquisicdo de conhecimento e o compartilhamento de dados de fontes ja existentes,
de forma a padronizar informacdes heterogéneas oriundas de diferentes bases de dados de
miRNAs. A OMIT, conforme mostra a Figura 7, possui diversos conceitos, principalmente
aqueles que pertencem ao contexto de miRNAs, como “MiRNA”, “OncoGeneratingMiRNA”,
“TumorSuppressingMiRNA”, “Gene”, “Disease”, “Protein”, “Process”,
“ExperimentalValidation”, “PathologicalEvent”, “Organism”, entre outros. Além disso, ha
também os relacionamentos estabelecidos entre tais conceitos, como por exemplo “is-a”,
“hasTarget”, “regulateDisease”, “regulateProtein”, “inOrganism”, “involvedInEvent”,
“experimentContainsMiRNA”, etc.

Com a OMIT, a equipe de Huang tem a finalidade de auxiliar biélogos em desvendar
os importantes papéis dos miRNAs em cénceres humanos e, portanto, ajudar os médicos e
especialistas na tomada de decisfes no tratamento de pacientes com cancer.

Atualmente, a OMIT ainda ndo se encontra instanciada, estando somente disponivel a

sua estrutura no site do laboratério da equipe de Huang.
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Figura 7. Conceito de MiRNA e seus relacionamentos na OMIT.

4.1.2. Gene Ontology (GO)
O Projeto GO, produzido pelo Gene Ontology Consortium, teve inicio em 1998, como

uma colaboracdo entre bancos de dados de trés organismos: FlyBase (Drosophila),
Saccharomyces Genome Database (SGD) e Mouse Genome Informatics (MGI). Desde entéo,
0 GO Consortium tem crescido para incluir outras bases de dados de genomas de plantas,
animais e micrébios [Consortium,2004].

A GO é composta por um conjunto de vocabularios controlados, estruturados e bem
definidos para descrever dominios chave de biologia molecular, incluindo atributos de
produtos génicos e sequencias bioldgicas. Um dos principais objetivos da GO €é proporcionar
um recurso publico centralizado permitindo o acesso universal para as ontologias, 0s
conjuntos de anotacbes de dados e as ferramentas de software desenvolvidas para serem
utilizadas juntamente com a GO [Consortium,2004].

A GO possui trés sub-ontologias que representam diferentes dominios: componente
celular, composto pelas partes de uma célula ou seu ambiente extracelular; fungdo molecular,
composto por atividades elementares de um produto génico ao nivel molecular, tais como
ligagdo ou catélise; e processo biologico, composto pelas operagdes ou conjuntos de eventos
moleculares com comeco e fim definidos, pertinentes para o funcionamento de unidades vivas
integradas, ou seja, células, tecidos, 6rgédos e organismos. A interacdo entre os termos de uma

mesma ontologia e entre ontologias diferentes é feito por meio de um conjunto de 6 diferentes
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relacionamentos: “is-a”, “part of”, “regulates”, “positively-regulates”, “negatively-regulates”
e “has_part” [CONSORTIUM, 2010].

A GO é considerada a ontologia padrdo para a anotacdo de produtos génicos,
estruturada como um grafo aciclico dirigido, conforme mostra a Figura 8, no qual cada termo
define relacbes com um ou mais outros termos no mesmo dominio, e as vezes para outros
dominios [GO-2014]. Esta estrutura da GO a torna vidvel para comparagdes quantitativas
semanticas [Yu-2011].

cellular
component

molecular
function

is.a

is.a

is_a

transcription
regulator
activity

part_of

@pm't

is_a

. membrane

nucleic acid
binding

transcription
factor activity
Figura 8. Parte da GO mostrando as trés sub-ontologias (fun¢do molecular, processo
bioldgico e componente celular) e alguns de seus termos descendentes. O fato da GO ser um
DAG em vez de uma arvore € ilustrado pelo termo “transcription factor activity”’, 0 qual tem

dois nds-pais diretos.

4.1.3. Medical Subject Headings (MeSH)
O MeSH, desenvolvido, publicado e disponivel online pela National Library of

Medicine (NLM) [NLM], é um vocabulario controlado cujo dominio de estudo e atuacdo esta
delimitado as Ciéncias da Satde. E utilizado como instrumento para indexac&o, classificaco,
busca e recuperacdo de informacOes e de documentos biomédicos e relacionados a saude
[MESH-2014].

No MeSH, um descritor representa uma classe de conceitos, o qual, por sua vez,
representa uma classe de termos sinénimos. A organizagdo do MeSH se da em 16 categorias,

por exemplo Categoria A para termos anatdmicos, Categoria B para organismos, Categoria C
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para doengas, e assim por diante. Cada uma dessas categorias se divide em subcategorias, nas
quais os descritores subordinados sdo organizados hierarquicamente numa relacdo do mais
genérico para 0 mais especifico. Dessa forma, os descritores MeSH formam uma estrutura de
um grafo aciclico dirigido, no qual cada né consiste de um descritor com um identificar Gnico
e com numeros da arvore, que consistem de uma lista dos numeros da arvore dos nos-pai
deste no, separados por ‘;’. A vantagem ¢ que a partir de qualquer nd, podemos facilmente
analisar um Unico nimero de arvore, sem ter de consultar todo o DAG relacionado a ele
quando precisamos de acesso a todos os seus ancestrais [Du-2009].

Uma vez que, neste DAG, 0s nds representam as doengas e as arestas representam 0s
relacionamentos “é-um” entre as doengas, o Mesh fornece um sistema de classificagdo de
doencas que auxilia no estudo dos relacionamentos entre as mesmas. A Figura 9 apresenta

uma parte do DAG de neoplasma de mama do MeSH.

C04; Neoplasms I | C17; Skin and Connective Tissue Diseases |

| C04.588; Neoplasms by Site | | €17.800; Skin Diseases |

l C17.800.090; Breast Diseases |

/

| c04. 588.180; C17.800.090.500; Breast Neoplasms |

Figura 9. Grafo Aciclico Direcionado para Neoplasma de Mama [Du-2009].

4.2. Bases de Dados
Aqui serdo brevemente descritas as bases de dados utilizadas neste trabalho.

4.2.1. miRBase

Base de dados de miRNAs amplamente conhecida e utilizada pelos pesquisadores da
area biomédica. Contém informagdes como sequencias e anotacfes de miRNAs ja publicados,
assim como a espécie e familia da qual pertencem. Além disso, esta base permite o registro de
nomes de novos miRNAs, levando a padronizacdo da nomenclatura [MIRBASE-2014].

As informacfes do miRBase sao frequentemente atualizadas, sendo que sua ultima
versdo contém registros de 24521 precursores de miRNAs, 30424 miRNAs maduros de 206

especies diferentes.
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4.2.2. Human MicroRNA Disease Database - HMDD
Embora as atuais associacbes miRNAs-doencas ainda estejam longe de serem

completas, com o intuito de auxiliar no estudo das mesmas e oferecer uma plataforma para
dissecar os padrdes dos miRNAs em doengas, Lu e seus colaboradores [Lu-2008] realizaram
uma andlise em larga escala dessas associa¢des entre 0s miRNAs e as doencas humanas, as
quais foram manualmente coletadas a partir de literaturas e publicacdes. Em novembro de
2007, eles construiram um banco de dados de doencgas humanas relacionadas a miRNAs (em
inglés, Human MicroRNA Disease Database - HMDD), o qual contém nomes dos miRNAs,
nomes das doencas, evidéncias de disfungdes e numero de identificacio PubMed das
referentes literaturas.

Atualmente, esta base de dados contém 10177 registros, o que inclui 617 miRNAs e
438 doencas padronizadas de acordo com o MeSH, retirados de um total de 3266
publicacdes.

4.2.3. TarBase
Os miRNAs sdo responsaveis pela regulacdo da expressdo de proteinas por meio da

ligacdo a um ou mais sitios-alvo em um transcrito de RNAm a fim de inibir sua traducédo. Para
melhor compreender este processo de regulacdo da expressdo dos miRNAs, em 2006,
pesquisadores da Universidade da Pensilvania criaram um banco de dados de genes-alvo de
miRNAs, chamado de TarBase [Sethupathy-2006]. Este repositério de dados abriga uma
colecdo de alvos de miRNAs experimentalmente testados em diversas espécies animais de
interesse cientifico centrais, plantas e virus. Embora existam varios programas
computacionais para predicdo de alvos de miRNA, h4 uma necessidade de um colecéo e
descricdo compreensiva de alvos miRNA com suporte experimental.

A versdo atual do TarBase inclui mais de 1300 alvos experimentalmente testados.
Cada um destes registros de sitio-alvo de miRNA € descrito pelo miRNA que se liga ao
mesmo, 0 gene em que ocorre, a natureza dos experimentos que foram conduzidos para testa-
lo, a suficiéncia do sitio para induzir a repressdo e/ou de clivagem e a referéncia a partir da
qual todos estes dados foram extraidos. Além disso, o banco de dados TarBase esta
funcionalmente ligado a varias outras bases de dados relevantes e Gteis, tais como Ensembl,
HUGO, UCSC e SwissProt.

4.2.4. Genetic Association Database (GAD)
O aumento da disponibilidade de dados de polimorfismos tem permitido mais estudos

de associacOes genéticas e o numero de publicacbes sobre as mesmas tem crescido
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rapidamente [Zhang-2010]. Com o objetivo de permitir que, no contexto de nomenclatura
padronizada, o usuario identifique rapidamente polimorfismos medicinalmente relevantes, a
partir de um grande volume de polimorfismos e dados mutacionais, Zhang e seus
colaboradores criaram um banco de dados que contém estudos de associacGes de genes
humanos com muitos tipos de doengas comuns. Este banco € focado principalmente no
arquivamento de informagdes sobre a doengas humanas comuns, ao invés de raros distarbios
mendelianos, como na Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) [McKusick-2007].
Atualmente, 0 GAD contém aproximadamente 40000 registros de doencas genéticas
retiradas de 23000 publicagbes independentes. Parte de seus registros de doencas, mais
especificamente 10324 registros, foi anotada seguindo a padronizagdo do MeSH.

4.2.5. Human MicroRNA Oncogenes and Tumor Suppressors
Evidéncias crescentes tém revelado que os miRNAs podem atuar como oncogénicos

ou como supressores tumorais, e apesar do grande interesse na pesquisa destas moléculas
associadas ao cancer, ainda ha pouca informacéo registrada sobre estes miRNAs. Assim, D.
Wang e seus colaboradores, em 2010, realizaram um estudo sobre miRNAs humanos
oncogeénicos e supressores de tumor [Wang-2010a].

Neste trabalho, os pesquisadores identificaram os miRNAs como p-oncomirs ou como
p-mirsupp, através da revisdo manual de aproximadamente 5000 publicac¢Ges. Para tanto,
seguiram as seguintes regras: se um artigo (ou mais) sugere claramente que um determinado
miRNA é um oncogene ou supressor tumoral, este miRNA é entdo identificado como p-
oncomir ou p-mirsupp, respectivamente. Por outro lado, se nenhum artigo claramente
especifica um dado miRNA como oncogene ou supressor tumoral, este miRNA serad
identificado como p-oncomir somente se ao menos 3 diferentes artigos oferecerem fortes
evidéncias de que esta molécula em questdo estava associada a super-expressao, regulacédo
positiva e/ou crescimento do tumor; ou entdo sera identificado como p-mirsupp se for
associado a baixa-expresséo, regulacdo negativa e/ou inibi¢do do crescimento tumoral. Ainda,
para que um miRNA fosse classificado como pertencente a um destes dois grupos, nao
poderia haver informacgdes conflitantes sobre o mesmo na literatura. Portanto, foram
desconsiderados aqueles miRNAs publicados como oncogénicos ou supressores tumorais

dependendo do contexto.
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4.3. CFSim Database
Sendo o objetivo deste trabalho a criagdo de um ambiente que permita calcular a

similaridade funcional entre miRNAs baseada em ontologias, utilizamos a ontologia de
miRNAs OMIT como base estrutural para a criagédo de nosso banco de dados de miRNAs.
Assim, as classes e os relacionamentos da OMIT que envolvem o conceito miRNA, descritos
a seguir, foram implementados em uma base de dados relacional.
Tabelas:

- miRNA: identificador, nome, sequencia, se possui natureza oncogenica e/ou supressora
de tumor e referencia para familia e organismo;

- miRNAFamily: identificador, codigo e nome;

- Organism: identificador, género, espécie e simbolo;

- Experiment: identificador e nome;

- Gene: identificador, nome, simbolo e codigo Ensembl;

- Disease: identificador e nome;

- PathologicalEvent: identificador e descricdo;

- Protein: identificador, nome, simbolo e cédigo SwissProt.

Relacionamentos:

- hasTarget: associacdo entre miRNA e seu gene-alvo;

- regulateDisease: associacdo entre miRNA e doenca;

- regulateProtein: associacdo entre miRNA e proteina;

- inOrganism: relacionamento entre miRNA e 0 organismo no qual se encontra;

- regulatesPathologicalEvent: relacionamento entre miRNA e 0 evento patolégico que
regula;

- experimentContains: relacionamento entre 0 miRNA e o0 experimento que o contém;

- isOncogene: quando um miRNA atua como oncogene;

- isTumorSupressor: quando um miRNA atua como supressor tumoral.

Apoés a realizacdo do levantamento bibliografico e estudo sobre diversos banco de
dados de miRNAs existentes na literatura, certas bases de dados, como miRBase, HMDD,
TarBase, GAD, Human MicroRNAs Oncogenes and Tumor Suppressors, por corresponderem
aos interesses de nosso objetivo, foram selecionadas para popular nosso préprio banco de
dados. Os demais bancos de dados encontrados na literatura ndo foram utilizados por néo
possuirem padronizacdo de nomenclatura dos miRNAs, ou dos genes ou das doencas. Por

outro lado, dentre as bases de dados mencionadas acima, todas seguem a nomenclatura de

29



miRNAs de acordo com o mirBase; as bases Tarbase e GAD seguem a nomenclatura de
genes de acordo com a HUGO [HGNC-2014]; e por sua vez, HMDD e GAD respeitam a
nomenclatura de doencas estipulada pelo MeSH. Assim, a padronizacdo dos registros
oriundos de bases de dados heterogéneas facilitou sua integragdo num Gnico banco de dados a
ser utilizado neste projeto.

Todas as bases de dados selecionadas foram obtidas em sua ultima versao publicada e
disponibilizada e algumas delas tiveram seus registros pré-processados. Por exemplo, no
banco de dados GAD havia instancias de algumas doencas repetidas, mudando somente a
pluralidade da palavra (“Lung Neoplasm” versus “Lung Neoplasms”) ou entdo a aparicéo
versus a omissdo da letra ‘s’ apos uma apostrofe (“Alzheimer Disease” versus “Alzheimer's
Disease”, “Parkinson Disease” versus “Parkinson's Disease”, entre outras). Além disso,
existiam também alguns erros de ortografia em alguns registros.

Informagdes dos mMiRNAs, como nome, espécie e sequéncia foram retiradas do
miRBase, sendo que inicialmente foram considerados somente miRNAsS humanos,
representando o relacionamento inOrganism. As classificagbes dos mMIRNAs como
oncogénicos ou supressores tumorais, para popular os relacionamentos isOncogene e
isTumorSuppressor, foram extraidas do banco de Human MicroRNAs Oncogenes and Tumor
Suppressors. A partir dos dados do HMDD, conseguimos obter as associagdes entre miRNAs
e as doencas humanas, representadas pelo relacionamento regulateDisease, e, por sua vez, as
associacOes diretas entre genes e doencas humanas, utilizadas para verificacdo de existéncia
de redundancias, foram retiradas do GAD. Por fim, a partir do TarBase, foi possivel coletar
informagdes sobre a maioria dos relacionamentos que envolvem os miRNAs em nosso banco
de dados, como por exemplo, hasTarget, regulateProtein, regulatePathologicalEvent e
experimentContains.

Além disso, apesar da ontologia OMIT ndo possuir em sua estrutura a indicacdo da
familia a qual um determinado miRNA pertence e dada a importéncia desta informacao, foi
implementada na CFSim Database uma tabela para armazenar informacdes sobre as familias,
assim como um relacionamento entre os registros de miRNAs e suas familias. As informacdes
necessarias para a populacdo desta tabela foram oriundas do miRBase.

As ontologias GO e MeSH foram obtidas por meio de seus respectivos websites, que
disponibilizam gratuitamente tais dados, e integradas ao CFSim Database. Ainda, através do
sitte do miRBase foi possivel encontrar os dados necessarios para a implementacdo da

ontologia de organismos, uma vez que o site contém uma arvore das espécies das quais ja
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foram descobertos registros de miRNAs. Esta ontologia também foi integrada a nossa base de
dados.

Com o intuito de facilitar a recuperacdo das fontes de cada registro pertencente aos
relacionamentos de nosso banco de dados (por exemplo, registro de associacdo entre miRNAS
e doencas, ou entre miRNAs e genes-alvo, ou ainda entre genes e doencas), foi criada uma
tabela contendo as informacdes das respectivas publicagdes, tais como, PubMed ID, titulo,
autores, ano de publicacédo e observacao.

Desta forma, o CFSim Database contém todas as informacgdes sobre miRNAS e seus

relacionamentos necessarios para o desenvolvimento projeto.

4.3.1. Ambiente de Desenvolvimento
Para o pré-processamento das informacdes contidas nas distintas bases de dados e

ontologias utilizadas e para criacdo e populacdo do banco de dados unificado, foi utilizada a
linguagem de programacédo Java através do Net Beans IDE!, juntamente com o Sistema

Gerenciador de Banco de Dados PostgreSQL?.

1 http://netbeans.org/downloads/
2 http://www.postgresql.org.br/
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5. Método Proposto

Esta secdo contém a descricdo do método proposto neste projeto, chamado CFSim

(Composed Functional Similarity), da implementagéo e da forma de validagdo do mesmo.

5.1. Proposta
De forma geral, as métricas descritas na secdo 3.1 tém por objetivo calcular a

similaridade entre dois termos de uma ontologia. A proposta do presente trabalho consiste em
determinar e avaliar um método de calculo que leve em consideracdo a possibilidade de haver
um conjunto de informacdes a respeito dos dois miRNAs que estdo sendo comparados, de
forma que estas informacfes sejam consideradas no calculo da similaridade. Isto pode
envolver diferentes valores de similaridade, obtidos para diferentes categorias de informacéo.
Por isto, a similaridade funcional ¢ caracterizada neste trabalho como ‘“composta”.
Exemplificando: sobre os dois miRNAs pode haver anotacfes sobre genes-alvo e também
sobre doencas associadas. Nesse caso, 0 método devera calcular a similaridade entre os dois
cojuntos de genes-alvo (a partir da GO) e também a similaridade entre os dois cojuntos de
doencas (a partir da MeSH) e calcular um valor de similaridade que leve em consideracao
ambas as similaridades especificas, levando em conta também a possivel existéncia de
associacdo direta entre o gene-alvo e a doenga, o que poderia caracterizar uma redundancia.
Genericamente, é criado um vetor de similaridade, o qual contera como elementos os valores
de similaridades especificas sobre as diferentes informacdes existentes a respeito dos dois
miRNAs a serem comparados. O valor final da similaridade serd entdo obtido a partir da
combinacéo dos elementos do vetor de similaridade.

O método proposto € representado na Figura 10. Os dois miRNAs a serem
comparados, M* e M?, sdo pesquisados na OMIT, a fim de serem levantadas as anotacdes
contidas sobre as informacdes relativas a ambos em todas as suas possiveis categorias de
informac&o (Ca, Cb, ..., Cn), por meio de um modulo chamado Determinacéo das Categorias.
O que chamamos aqui de categorias de informacgdes sdo os relacionamentos existentes na
OMIT para uma determinada instancia de miRNA, que caracterizam as informacdes anotadas
a respeito daquele miRNA. Por exemplo, a categoria Doengas (Ca') para o miRNA M?
representa todo o conjunto de doencas associadas a0 miRNA M?, obtidas pelas associacdes da
instancia M! da classe miRNA com as instancias da classe Disease na OMIT; a categoria
Organismo (Cb?) representa o relacionamento entre 0 miRNA M? e o organismo no qual se

encontra; e assim por diante. Sempre que existirem informagdes de uma determinada
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categoria para ambos os miRNAs M! e M2 o mddulo Calculo das Similaridades das
Categorias realizara o calculo da similaridade especifica de cada categoria, Sim(Cal,Ca?),
Sim(Cb',Cb?), e assim sucessivamente, com base em suas respectivas ontologias. Por
exemplo, se houver anotacbes para a categoria Doencas associadas aos miRNAs, a
similaridade nesta categoria serd calculada a partir da aplicacdo de uma métrica (como
aquelas descritas na secdo 3.1) sobre a ontologia MeSH; e assim para cada categoria de
anotacédo existente. Com os valores de similaridade calculados para cada categoria, 0 mddulo
Montagem do Vetor ird montar o vetor de similaridade, levando em consideracdo casos de
redundéancia, assim como especificidades, tais como a informacdo de que o miRNA é
oncogénico ou supressor da doenga. Por fim, a combinagdo dos elementos do vetor de
similaridade ira gerar o valor final da similaridade funcional composta entre 0s miRNASs
CFSim(M*,M?). Esta combinacio podera ser implementada no modulo Combinagdo das
Similaridades das Categorias, por exemplo, pela média ponderada entre os diferentes valores
de similaridade obtidos para cada categoria.

Categorias OMIT

Céleulo de
Similaridade
Cal, Cca?

/ L \
Cal, Ca? 9 0 . 1 a2
al, Ca? 0000 Sim(Ca?,Ca?)

Ontologia da Categoria a

M — 1/ 5 ) . ) A
" .| Determinagio . Calculo de Sim(ChbLCh?) Vetor(Simcg,Simcp,.., Simep) | Combinag#o das
das i Cb—'Cb > Similaridade (CoCb?) = I\‘LG::[aizn Similaridades  |—=CFSim(M*,M?)
w2 Categorias | Ch, Cb? / das Categorias
[ ] \ o
[ ] o0
0000 (1 1]
OoMIT Ontologia da Categoria b
cnLcn? : / sim{Cnl,Cn?)
Céleulo de
Similaridade
Cnl, Cn?
L
90
0000

Ontologia da Categorian

Figura 10. Esquematizacdo do método proposto.
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5.2. Implementagdo
Para o desenvolvimento da metodologia proposta acima, foram implementados

algoritmos para os quatro modulos: Determinacgdo das Categorias, Célculo das Similaridades
das Categorias, Montagem do Vetor e Combinacdo das Similaridades das Categorias. Estes
modulos estdo representados por retangulos no esquema da Figura 10 e serdo detalhados a

sequir.

5.2.1. Determinacao das Categorias
O modulo Determinar Categorias verifica a existéncia de trés categorias de anotacfes

para 0s mMIRNAs a serem comparados: genes-alvo, doencas e natureza
(oncogénico/supressor). O funcionamento deste mddulo é mostrado no pseudo-codigo da
Figura 11. Caso existam anotacdes sobre ambas as categorias genes-alvo e doengas para M! e
M2, serd necessario verificar se ja ndo existe associagdo direta entre os genes-alvo e as
doencas, o que indicaria uma redundancia. Se existirem informacfes redundantes,
consideraremos somente a categoria de genes-alvo e portanto a CFSim sera igual a
similaridade funcional entre os genes-alvo; caso contrério, levaremos em consideracdo ambas
as categorias, fazendo uma combinacdo entre as similaridades funcionais entre genes-alvo e
doencas. Por outro lado, se existirem anotacdes para ambos M! e M? somente sobre a
categoria de genes-alvo, a similaridade funcional composta CFSim sera igual a similaridade
funcional entre os genes-alvo e caso haja anotacGes somente sobre a categoria de doengas, a
CFSim sera equivalente a similaridade funcional entre as doencas. Além disso, todos 0s casos
descritos acima também sdo combinados com o valor de similaridade para a categoria de
Natureza, ou seja, baseado na propriedade dos miRNASs serem oncogenicos ou supressores de

tumor.
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ALGORITMO Determinag&cDasCategorias
micIc
SE existem anotagdes para M1 e M2 scbre categoria de Genes-Rlvo ENTLC
SE existem anotagfes para M1 e M2 sobre categoria de Doencgas ENTAC
SE existe relacionamento direto entre Gene-Alvo e Doenga ENTAC
Uso da categoria de Genes-Alwvo e de Natureza;
SENAD
Uso da combinagio entre categorias de Genes-RAlvo, de Doengas e de Natureza;
FIM SE:
SENAO
Uso da categoria de Genes-Alwvo e de Natureza;
FIM SE:
SENAO
SE existem anotagfies para M1 e M2 sobre categoria de Doencas ENTAC
Uso da categoria de Doengas e de Natureza:
SENAO
Uso da categoria de Natureza;
FIM SE:
FIM SE:
FIM.

Figura 11. Pseudo-Cddigo do algoritmo para o0 modulo Determinacdo das Categorias.

5.2.2. Calculo das Similaridades das Categorias
Para a implementacdo do célculo de similaridade para cada uma das categorias

determinadas pelo modulo anterior utilizamos o método hibrido de similaridade funcional
baseado em ontologias definido por J. Z. Wang [Wang-2007], que posteriormente foi
aprimorado por D. Wang [Wang-2010-b], descritos nas secOes 2.3.3.3 e 3.1, respectivamente.
Os motivos que nos levaram a esta escolha sdo que o método hibrido de J. Z. Wang calcula a
similaridade funcional entre dois termos levando em consideragdo tanto a posicdo de ambos
dentro de uma ontologia quanto as relagdes semanticas dos mesmos com seus ancestrais; e 0
aprimoramento dado por D. Wang permite aplicar o método hibrido em compara¢fes em
grupo, ainda, levando em consideracdo as contribui¢cbes de termos similares dentro de um
mesmo grupo.

Feita a escolha do método local, o préximo passo foi implementa-lo, replicando-o e
adaptando suas variaveis para 0s termos de interesse, ou seja, este método foi replicado para
calcular a similaridade funcional entre genes com base na GO, posteriormente foi replicado
para a similaridade funcional entre doencas com base na MeSH e, finalmente, foi replicado
para a similaridade funcional entre organismos na ontologia de organismos retirada do
miRBase. Como estes métodos fazem buscas pelos termos de interesse em suas respectivas
ontologias, também foi necessario desenvolver métodos que pudessem acessar a GO, a MeSH
e a ontologia de organismos integradas ao nosso banco de dados unificado, CFSim Database,

e nos retornar os termos de interesse. Inicialmente trabalhamos somente com dados de
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miRNAs humanos, de forma que o método para similaridade aplicado sobre a ontologia de
organismos ndo foi utilizado. E no caso da GO, o nosso método busca por seus termos
especificamente na sub-ontologia de fun¢Ges moleculares, sendo assim, em nosso método
somente sdo considerados os genes-alvos que possuem termos nesta sub-ontologia da GO.
Apos a definicdo de quais categorias serdo utilizadas para compor o valor final da
CFSim, é realizado o calculo de similaridade para cada uma destas categorias
independentemente, utilizando o método de J. Z Wang. e D. Wang Para exemplificar, vamos
supor que ambos miRNAs M* e M? possuem informagdes para a categoria de genes-alvo, ou
seja, fazendo uma busca em nosso banco CFSim Database, encontramos seus respectivos
conjuntos de genes-alvo G1={Qi1, 012, ..., Oim} € G2={Q21, U22, ..., Qan}. Primeiramente,
montamos uma matriz de genes-alvo MG na qual um dos eixos representa o conjunto G1 e 0
outro eixo representa o conjunto G2. Em seguida, para cada elemento da matriz MG, ou seja,
para cada par de genes-alvo, como por exemplo (gu1, go1), realizamos a busca dos termos
relacionados a gi1 € a g1 na sub-ontologia de fungdes moleculares da GO, obtendo os
conjuntos de termo Tgi{t11a, t118, ..., t1ik} € Teo={t21a, t218, ..., t21L}, respectivamente. Assim,
geramos uma matriz de termos MT na qual um dos eixos representa o0 conjunto Te1 € 0 outro
eixo representa o conjunto Teo. Feito isso, para cada elemento da matriz MT, ou seja, para
cada par de termos, como por exemplo (tu1a, t21a), calculamos a similaridade semantica entre
0S mesmos, como mostrado na Figura 12. A similaridade semantica entre dois termos é
calculada pela soma das contribui¢cdes semanticas de todos 0s ancestrais comuns a ambos 0s
termos e a divisdo pelo total de contribuicbes semanticas de cada ancestral ao proprio termo,
Equacéo 16. Para isso, antes foi necessario obter o valor total da contribuicdo seméantica de
cada ancestral ao proprio termo, dado pela Equacdo 15, para tiia € para taia. O valor da
contribuicdo semantica de um termo a ele mesmo é 1, enquanto que a contribuicdo semantica
de um acentral do termo ao préprio termo € o produto de todos os pesos das arestas no melhor
caminho entre o ancestral e 0 termo em questdo, ou seja, 0 caminho que maximiza o produto,
definido na Equagdo 14. Consideramos o0s pesos das arestas como sendo 0.8 para
relacionamentos “is-@” e 0.6 para relacionamentos “part-of” da GO. Feito o calculo da
similaridade semantica para cada par de termos da matriz MT, o proximo passo € calcular a
similaridade funcional entre o par de genes-alvo (g1, g21) da matriz MG. Esta etapa é
mostrada nas Equagdes 18 e 19, que de forma simplificada realizam a soma dos maximos de
cada linha e dos maximos de cada coluna da matriz MT e a divisdo pelo nimero total de
termos nos conjuntos Te1 e Te2. Este processo é repetido para todos os elementos da matriz

MT e depois para todos os elementos da matriz MG, obtendo assim, o valor final de
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similaridade entre M! e M? para a categoria de genes-alvo. E, posteriormente, toda esta

metodologia é replicada para a categoria de doencas, caso exista.

M1 M2
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Figura 12. Representacdo da matriz de genes-alvo (MG) associados a M* e M? e da matriz de

termos (MT) que representam cada par de genes-alvo de M* e M2,

5.2.3. Montagem do Vetor
Apo6s a definicdo dos valores de similaridades independentes para cada categoria

(genes-alvo, doencas e natureza) é montado um vetor com os valores obtidos, de forma a
facilitar o desenvolvimento da proxima etapa, a qual consistiu em definir como seria feita a

combinacéo entre estas similaridades de cada categoria.

5.2.4. Combinacao das Similaridades das Categorias
Duas abordagens foram estudadas objetivando determinar a forma de combinagéo dos

valores de similaridade calculados para cada uma das categorias existentes.
Abordagem 1: fator de correlacdo genes x doencas associadas

A primeira abordagem consistiu em tentar estabelecer um fator de correlacdo entre
genes e doengas, de forma que, na combinacgéo, o valor da similaridade de doencas pudesse
ser convertido em similaridade de genes, uma vez aplicado o fator de correlagdo. Dessa
forma, o conjunto de doencas poderia ser considerado - em termos de similaridade - como se
fosse um conjunto de genes e entdo as doencas poderiam entrar na tabela MG juntamente com
0S genes, e teriamos apenas um valor de similaridade final. Para tanto, foi desenvolvido um
algoritmo no qual as informagdes utilizadas foram retiradas da base de dados GAD, a qual
possui registros de associagdes diretas entre genes e doencas. Para cada par de associagoes,
calculamos a similaridade entre os dois genes com base na GO e a similaridade entre as duas

doencas com base na MeSH, ambos utilizando o0 método de J. Z. Wang e D. Wang.
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Posteriormente, plotamos um grafico do tipo scatterploot no qual o eixo X representa as
similaridades de genes e 0 eixo Y representa as similaridades das doencas associadas aqueles
genes, com 0 objetivo de buscar por uma equacdo de correlacdo, obtido a partir de uma
regressdo sobre esses dados. Entretanto, o resultado obtido ndo foi compativel com nossa
hipGtese inicial, ou seja, ndo existe a correlacdo entre as similaridades de genes e as
similaridades das doencas associadas aos mesmos. Para um mesmo valor de similaridade de
gene, ha uma gama completamente aberta de similaridade de doencas, e isto ocorre para todos
os valores de similaridades de gene, conforme ilustrado na Figura 13. Assim, concluimos que
a similaridade de genes baseada em func¢bes moleculares da GO ndo pode ser usada para

avaliar similaridade entre doencas associadas e vice-versa.
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Figura 13. Fator de correlagdo entre a similaridade de genes-alvo e a similaridade de doengas
utilizando dados da base de dados GAD.

Abordagem 2: ponderacédo supervisionada

Outra abordagem consistiu em desenvolver e executar um algoritmo para encontrar
pesos (pg, pd e pn) adequeados para as similaridades para as categorias de genes-alvo (simG),
doencas (simD) e natureza (simN), de acordo com a Equagéo 21.

CFSim(M1, M?) = pg * simG + pd * simD + pn *simN (21)

E para isso, os valores de simG e simD continuaram respeitando os métodos propostos
por Wang J. Z. e Wang D., enquanto que o valor da similaridade para a categoria de natureza

(simN) para dois miRNAs M! e M? foi definido conforme a equacéo 22. Caso ambos M* e M?
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sejam de mesma natureza (Se ambos sdo oncogenicos ou se ambos Sa0 supressores de tumor)
simN = 1; caso sejam de naturezas opostas (M* oncogenico e M? supressor ou M* supressor e
M? oncogenico) simN = 0; e se ndo existirem anotacdes sobre esta categoria em nosso banco
de dados simN = 0.5.

1,se M e M? sdo de mesma natureza
simN = 0,se M e M? sdo de naturezas opostas (22)
0.5,se M! e/ou M? sdo de natureza indeterminada

Em seguida, calculamos as similaridades de cada categoria de forma independente
para cada par de miRNAs com anotacGes sobre as categorias de genes-alvo e doencas, mas
sem relacionamento direto entre o gene-alvo e a doenca, e desta vez, sem pesos. Lembrando
que novamente agrupamos 100 miRNAs de acordo com suas familias, totalizando 22 familias
distintas. Apds a execucdo do algoritmo, calculamos a média da similaridade de cada
categoria para 0s miRNAs de mesma familia (média-intra) e para 0s miRNAS de familias
distinas (média-inter), para cada par de familias de miRNAs. Posteriormente, calculamos a
diferenca entre as médias-intra e as médias-inter e, por fim, obtivemos a média das diferencas
para cada categoria. As médias obtidas foram 0,159 para a categoria de genes-alvo, 0,175 para
a categoria de doencas e 0,346 para a categoria de natureza. Analisando tais médias, notamos
que, convertendo esta proporcdo para 100%, seria possivel utilizar estes valores como pesos
para a combinacdo das categorias em nosso método. Desta forma obtivemos os seguintes
valores de pesos: pg = 0,23, pd = 0,26 e pn = 0,51 para casos em que ambos miRNAs que
estdo sendo comparados possuem anotagdes sobre as categorias de genes-alvo e doencas.

O mesmo processo foi realizado para dados de miRNAs com anotagfes somente na
categoria de doencas e depois para aqueles com somente anotacdes na categoria de genes-
alvo. No primeiro caso, 0s resultados obtidos foram: a média das diferencas para categoria de
doencas igual a 0,48 e para a categoria de natureza igual a 0,09. Sendo assim, fazendo a
proporcéao para 100%, obtivemos pd = 0,84 e pn = 0,16 para serem utilizados como pesos em
nosso método para casos em que ambos mMiRNAs que estdo sendo comparados possuem
anotacOes somente sobre a categoria doencas. No segundo caso, ou seja, anotacdes somente
de genes-alvo, verificamos que nenhum dos miRNA que possuiam apenas anotagdes de
genes-alvo possuia anotacdo de natureza e, portanto, ndo foi possivel realizar o estudo para
determinacdo dos pesos. Entretanto, analisando os valores de pesos obtidos para miRNAs
com anotagdes sobre genes-alvo e doencas (pg = 0,23, pd = 0,26 e pn = 0,51), notamos que as

influéncias das categorias de genes-alvo (pg) e de doencas (pd) sédo semelhantes, uma vez que
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os valores de seus pesos sdo muito préximos. Sendo assim, optamos por adotar 0s pesos
obtidos para os miRNAs com anota¢fes somente na categoria de doencas (pd = 0,84 e pn =
0,16) para os miRNAs possuem anota¢es somente sobre a categoria de genes-alvo também.

Finalmente, a definicdo da equacdo de CFSim esta descrita na Equacéo 23.

0,23 * simG + 0,26 * simD + 0,51 * simN
CFSim(M1,M2) = 0,84 * simG + 0,16 * simN (23)
0,84 * simD + 0,16 * simN

Apesar de existirem outros tipos de anotacGes na estrutura da ontologia OMIT, e
portanto integradas a nossa base de dados, estas ndo puderam ser adicionadas como
parametros em nosso método de similaridade funcional composta. Por exemplo, em relacéo
aos dados de eventos patologicos associados aos miRNAs, somente a versao 5 TarBase (com
apenas 1300 associacdes entre genes-alvo e miRNAs experimentalmente validadas) continha
estas informacfes, porém em muito pequena quantidade. Além disso, recentemente foi
disponibilizada a versdo 6 (com mais de 65.000 associagcfes) e sem apresentar os dados de
eventos patologicos. Outro exemplo, é o caso das associacdes entre miRNAS e proteinas, 0
qual também foi removido na versdo 6 do TarBase, mas de qualquer forma, também néo
poderia ser utilizado na metodologia proposta pois representaria uma redundancia com o
relacionamento entre miRNASs e genes-alvo. E por fim, as informacgdes sobre 0s experimentos
também foram desconsideradas no célculo da similaridade pois sdo apenas formas distintas
que foram utilizadas para validacdo experimental dos miRNAs, ndo podendo, portanto,

influenciar na similaridade funcional entre 0s mesmos.

5.3. Ambiente de Desenvolvimento
Toda a implementacdo para o desenvolvimento do método, citada acima, foi feita

utilizando a linguagem de programagéo C# através do Visual Studio®, de modo a facilitar a
criacdo do framework web que oferecera a infraestrutura para utilizacdo do método proposto.
E cada método que realizava o acesso as anotacfes contidas em nosso banco de dados CFSim
Database, assim como suas inser¢des, atualizacdes e dele¢des possuiam instrucBes escritas

em linguagem SQL para o gerenciador PostgreSQL*.

3 http://www.microsoft.com/visualstudio
4 http://www.postgresqgl.org.br/
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CAPITULO 6. Framework Web

Esta secdo contém a descricdo funcional do framework web desenvolvido neste

projeto, o qual pode ser acessado através da URL dcm.ffclrp.usp.br/caib/?pg=cfsim.

6.1. Proposta
Apos o desenvolvimento do método de similaridade funcional composta CFSim entre

miRNAs, implementamos um framework para um ambiente web que tem como objetivo
permitir que 0 usuario acesse e atualize as anotacGes contidas em nossa base de dados

integrada , e execute o calculo da similaridade entre dois miRNAs.

6.2. Implementagdo
A implementacdo do ambiente web foi realizada contemplando os seguintes requisitos

funcionais:
- Consulta sobre informages pertinentes aos miRNAs (nome, sequencia, familia, organismo e
natureza);
- Consulta sobre as fungdes de miRNAS;
- Consulta sobre relacionamentos entre miRNAS e genes-alvo;
- Consulta sobre relacionamentos entre miRNAS e doengas humanas;
- Insercao de novos miRNAS;
- Insercdo de novas funcbes de miRNAS;
- Insercdo de novas associacdes entre miRNAS e genes-alvo;
- Insercdo de novas associacOes entre miRNAs e doengas humanas;
- Insercdo de novos genes-alvo;
- Insercdo de novas doencas humanas;
- Alteracédo ou delecdo de miRNAS;
- Alteracéo ou delecdo de fungdes de miRNAS;
- Alteracdo ou delecdo de associacdes entre miRNAS e genes-alvo;
- Alteracdo ou delecdo de associacdes entre miRNAS e doencas humanas;
- Célculo da similaridade funcional composta entre dois miRNAs por meio do CFSim.
Além disso, também foram identificados alguns requisitos ndo funcionais:
- Interface Amigavel: a interface ambiente Web deve apresentar suas funcionalidades de

maneira intuitiva para o Usuario;
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- Tempo de resposta: 0 ambiente deve apresentar um tempo de resposta de curto quando da
execucdo de suas funcionalidades;

- Usabilidade: o ambiente deve possibilitar que o usuério realize suas tarefas sem nenhum
treinamento e com maior qualidade e satisfacéo.

- Portabilidade: o ambiente possibilitara o acesso de qualquer maquina contanto que esteja
conectada a uma rede, ndo sendo necessaria nenhuma etapa de instalacéo.

Sendo assim, o principio da implementacdo do framework web se iniciou com sua
integracdo com o CFSim Database de modo a permitir 0 acesso e a manipulacdo das
anotacOes contidas no banco. Para realizar a busca das anotacGes a serem exibidas ao usuério,
quando este realiza uma consulta, foram implementdos métodos de busca de miRNAs e todos
0s seus relacionamentos existentes no CFSim Database. Por outro lado, para a insercéo,
alteracdo e delecdo de anotagdes foram criados métodos que executassem tais funcdes em
nosso banco de dados. Finalmente, para o clculo do CFSim foi utilizada toda a metodologia

citada na secdo anterior.

As interfaces criadas para a implementagcdo desses requisitos estdo apresentadas no

Apéndice.

6.2.1. Ambiente de Desenvolvimento
Este framework web foi desenvolvido utilizando a linguagem de programacdo C#

através do Visual Studio®. O acesso as anotagOes contidas no de dados CFSim Database,
assim como suas insercoes, atualizacdes e delecbes sdo definidos em linguagem SQL para o

gerenciador PostgreSQL®.

5 http://www.microsoft.com/visualstudio
6 http://www.postgresql.org.br/
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CAPITULO 7. Resultados

Esta secdo contém os resultados obtidos por meio do método proposto e desenvolvido
neste projeto, assim como uma visualizacdo da infraestrutura do framework web criado para o
usuario poder utilizar nosso banco de dados CFSim Database e 0 método de similaridade

funcional composta CFSim.

7.1. Método de Similaridade Funcional Composta CFSim
Apos a definicdo do método de similaridade funcional composta CFsim para dois

miRNAs, com base na combinagdo das similaridades de cada categoria de informagéo sobre
os dois miRNAs que estdo sendo comparados, conforme a Equagdo 23, 0o proximo passo
consitiu em aplicar nosso método sobre os dados e avaliar os resultados obtidos.

Buscando por uma forma de avaliacdo da eficacia do método proposto, inicialmente,
optamos por utilizar como referéncia de similaridade as informacGes sobre as vias
metabdlicas das quais os genes-alvo dos miRNAS participam, considerando que 0s miRNAs
sdo similares na propor¢éo da quantidade de vias metabolicas que o0s seus genes-alvo possuem
em comum.. Tais informacGes foram retiradas da base de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) [Kanehisa-2000; Kanehisa-2004], a qual abriga registros de
relacionamentos entre genes e vias metabdlicas. Sendo assim, tentamos encontrar um fator de
correlacdo entre 0s genes e suas vias metabdlicas. Para tanto, implementamos um algoritmo
que realiza o célculo da similaridade entre os dois genes com base na GO e a similaridade
entre as duas vias metabdlicas para cada par de relacionamentos. A similaridade entre os
genes foi calculada com base no método de J. Z. Wang e D. Wang, enquanto que a
similaridade entre vias metabdlicas foi definida da seguinte forma: dados dois conjuntos de
vias metabdlicas V1={vii, Viz, ..., Vim} € V2={vo1, V22, ..., V2n}, a similaridade de vias
metabdlias (simV) entre V1 e V2 é dada pela intersec¢do sobre a unido dos conjuntos, em
termos de quantidade de vias, como mostrado na Equacéo 24.

Posteriormente, plotamos um grafico do tipo scatterplot no qual o eixo X representa o
valor de similaridade entre genes e 0 eixo Y representa o valor de similaridade entre as
respecitivas vias metabolicas. Entretanto, o resultado obtido ndo foi compativel com nossa
ideia inicial, ou seja, nos deparamos com a inexisténcia de correlacdo entre as similaridades

de genes e as similaridades de vias metabdlicas. Para um mesmo valor de similaridade de
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gene, a similaridade de vias metabolicas varia muito, e isto ocorre para todos os valores de
similaridades de gene, sem apresentar nenhuma tendéncia de correlacdo,, conforme mostrado
na Figura 14. Portanto, concluimos que a similaridade de vias metabdlicas das quais

participam os genes- ndo pode ser usada para avaliar similaridade entre microRNAs.
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Figura 14. Fator de correlacdo entre a similaridade de genes-alvo e a similaridade de vias

metabdlicas utilizando dados da base de dados KEGG.

Outra referéncia de similaridade entre dois miRNAs, frequentemente utilizada na
literatura, baseia-se na pertinéncia ou ndo dos mesmos a mesma familia. H4 muitas evidéncias
que revelam que miRNAs de uma mesma familia s@o susceptiveis de ter funces semelhantes,
uma vez que suas sequencias seed regulam um conjunto comum de genes-alvo, e
consequentemente, € mais provavel que também estejam associados a doencas similares [Yu-
2007; Lu-2008; Kaczkowski-2009; Wang-2010-b, Xu-2011]. Portanto, a validacdo de
métodos de similaridade funcional entre miRNAs é comumente efetuada com base no fato de
as instancias sendo comparadas pertencerem ou ndo & mesma familia [Wang-2010b; Sun-
2013; Xuan-2013]. Sendo assim, os miRNAs utilizados foram agrupados por familia. Para
exemplificar, selecionamos algumas familias distintas de miRNAs com dois ou mais
membros por familia e com grande diversidade em relacdo a categoria de natureza, ou seja,
havia miRNAs oncogenicos, miRNAs supressores e outros com esta informacdo sendo

desconhecida, conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Exemplos de MiRNAs agrupados por familias, com suas respectivas
naturezas oncogenica e/ou supressora de tumor e quantidades de genes-alvo e doengas

associados.

Familia MiRNA Oncogenico Supressor Qtd Genes-Alvo Qtd Doengas
let-7 hsa-let-7b - Sim 512 37
let-7 hsa-let-7c - Sim 5 42
let-7 hsa-let-7d - Sim 83 35
let-7 hsa-let-7e - Sim 5 33
let-7 hsa-let-7g - Sim 21 34
let-7 hsa-mir-98 - Sim 515 11

mir-146 hsa-mir-146a Sim - 60 70

mir-146 hsa-mir-146b Sim - 1 30
mir-17 hsa-mir-106a Sim - 6 28
mir-17 hsa-mir-106b Sim - 78 32
mir-17 hsa-mir-17 Sim - 9 65
mir-17 hsa-mir-18a Sim - 54 46
mir-17 hsa-mir-20a Sim - 6 50
mir-17 hsa-mir-20b Sim - 5 16
mir-17 hsa-mir-93 Sim - 248 20

mir-221 hsa-mir-221 Sim - 9 58

mir-221 hsa-mir-222 Sim - 9 53
mir-27 hsa-mir-27a Sim - 4 23
mir-27 hsa-mir-27b - - 3 15
mir-29 hsa-mir-29a - Sim 8 46
mir-29 hsa-mir-29b - - 4 36
mir-29 hsa-mir-29c - Sim 35 31
mir-30 hsa-mir-30a - - 397 24
mir-30 hsa-mir-30b - - 59 16
mir-30 hsa-mir-30d - - 3 14
mir-8 hsa-mir-141 - Sim 3 27
mir-8 hsa-mir-200a - Sim 4 43
mir-8 hsa-mir-200b - Sim 2 49
mir-8 hsa-mir-200c - Sim 5 52
mir-8 hsa-mir-429 - - 21 25

Aqui serdo apresentados exemplos de resultados obtidos por meio do célculo do
CFSim para miRNAs de uma mesma familia e para miRNAs de familias distintas para cada
um dos seguintes seguintes casos: quando ambos mIRNAs possuem anotacdes sobre a
categoria de genes-alvo e de doencas, quando possuem anotacdes somente sobre a categoria
de genes-alvo e por ultimo, somente sobre a categoria de doencas. Vale lembrar que em todos
estes casos a categoria de natureza € levada em consideracdo, uma vez que trata situacdes em

que os dois miRNAs que estdo sendo comparados s&o oncogenicos ou supressores de tumor,
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quando sdo de naturezas opostas e até mesmo quando as informagdes sobre suas naturezas
ainda sdo desconhecidas.

Os miRNAs hsa-let-7d e hsa-let-7g, ambos da familia let-7, possuem anotacGes sobre
as categorias de genes-alvo e doencas e apresentaram um valor de CFSim igual a 0,83. Agora,
comparando um deles, como o hsa-let-7d, com um miRNA de outra familia, como o hsa-mir-
221 pertencente a familia mir-221, o valor de CFSim foi igual a 0,28. J& os mMiRNAs hsa-miR-
29b-3p, hsa-miR-29c-3p e hsa-mir-148a-3p possuem anotacdes somente sobre a categoria de
genes-alvo. Comparando os dois primeiros, os quais sdo da familia mir-29, obtivemos uma
CFSim igual a 0,78, enquanto que o valor de CFSim para hsa-miR-29¢-3p e hsa-mir-148a-3p,
das familias mir-29 e mir-148 respecticamente, foi de 0,37. Por fim, utilizando os miRNAs
hsa-mir-128-1 e hsa-mir-128-2 da familia mir-128 e o miRNA hsa-mir-301a, pertencente a
familia mir-130, todos com anotacdes somente na categoria de doencas, o0 CFSim entre os
dois primeiros foi de 0,82 e 0 CFSim entre o primeiro e o Gltimo foi igual a 0,14. Os exemplos
citados acima estdo ilustrados na secdo 7.2, com informacdo mais detalhada sobre as
anotacdes que foram utilizadas em cada caso.

Para facilitar a analise dos resultados obtidos, executamos o célculo de CFSim para
todos os pares de miRNAs de todas as familias. Posteriormente, foi realizado o calculo da
média dos valores obtidos pelo CFSim para os miRNAs de mesma familia (média-intra) e
para 0s MiIRNAS de familias distinas (média-inter) para cada par de familias de miRNAs. Em
seguida, calculamos a média das médias-intras e das médias-inter para todas as familias.
Assim, obtivemos uma média de CFSim entre miRNAs de mesma familia igual a 70%,
enquanto a média CFSim entre miRNAs de diferentes familias foi igual a 44%. Portanto, a
diferenca foi de 26% entre os valores de CFSim obtidos entre miRNAs de mesma familia e
entre miRNAs de familias distintas.

Para efeito de comparacdo, realizamos o calculo de similaridade utilizando o método
original de J. Z. Wang e D. Wang para cada categoria de informacdo independemente,
reproduzindo os trabalhos ja existentes na literatura, apresentados na se¢do 3. Primeiramente,
utilizamos somente a categoria de doencas, assim como Wang [Wang-2010b] em seu método
MISIM, descrito na secdo 3.1; e posteriormente, utilizamos somente a categoria de genes-
alvo, assim como Yu [Yu-2011] em seu método GOSemSim, descrito na se¢do 3.2. Assim
como feito na analise de nossos resultados, também foi relizado o calculo da média dos
valores obtidos para os miRNAs de mesma familia (média-intra) e para 0s miRNAS de
familias distinas (média-inter) para cada par de familias de miRNAs, seguido, do calculo da

média das médias-intras e das medias-inter para todas as familias, para os resultados obtidos
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pela reproducdo de MISIM e GOSemSim. Os resultados obtidos por MISIM, apresentaram
uma média entre miRNAs de mesma familia igual a 63%, enquanto a média entre miRNAs de
diferentes familias foi igual a 46%. Neste caso, a diferenca entre os valores de MISIM obtidos
entre miRNAs de mesma familia e entre miRNAs de familias distintas foi de 17%. Por outro
lado, os resultados obtidos por GOSemSim, apresentaram uma média entre miRNAs de
mesma familia igual a 52%, enquanto a média entre mMiRNAs de diferentes familias foi igual a
36%. Sendo assim, a diferenca entre os valores de GOSemSim obtidos entre miRNAs de
mesma familia e entre miRNAs de familias distintas era equivalente a 16%.

Além disso, também realizamos a execugdo de um método que levasse em
consideragdo a categoria de informacgdo sobre genes-alvo e de doencas, como MISIM e
GOSemSim, respectivamente. Desta vez, os resultados obtidos, apresentaram uma média
entre mMiRNAs de mesma familia igual a 58%, enquanto a média entre miRNAs de diferentes
familias foi igual a 41%. Sendo assim, a diferenca entre os valores de MISIM combinado com
GOSemSim obtidos entre mMiRNAs de mesma familia e entre miRNAs de familias distintas
era equivalente a 17%. A Tabela 2 mostra a comparacdo entre as meédias dos valores
resultantes para o célculo da similaridade utilizando s métodos MISIM, GOSemSim, a

combinacdo de ambos e 0 método proposto neste estudo CFSim.

Tabela 2. Anéalise comparativa da média das similaridades funcionais entre miRNAs
obtidas pelos métodos MISIM, GOSemSim, pela combinacdo de ambos e pelo método
proposto CFSim.

Método Intra-Familia Inter-Familias Diferenca
MISIM 0,63 0,46 0,17
GOSemSim 0,52 0,36 0,16
MISIM+GOSemSim 0,58 0,41 0,17
CFSim 0,70 0,44 0,26

Portanto, analisando 0s nossos resultados por meio do método CFSim em comparagéo
com os demais métodos existentes na literatura, verificamos que o calculo da similaridade
funcional entre dois miRNAs utilizando a combinacdo das diversas categorias de informacéo
simultaneamente, apresentou melhores resultados. O uso da combinagdo das informacdes
propostas em trabalhos j& existentes, ou seja sobre as categorias de genes-alvo e de doengas,
combinadas com anotag0es sobre a natureza oncogenica ou supressora de tumor dos miRNAs
que estdo sendo comparados acabam por elevar o valor da similaridade funcional entre

miRNAs pertencentes a uma mesma familia e reduzir o valor da similaridade funcional entre
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miRNAs de familias distintas. Estes resultados sdo compativeis com as evidencias de que 0s
miRNAs pertencentes a uma mesma familia, os quais possuem sequencias muito semelhantes

e regides seed idénticas, apresentam funcionalidades similares.

7.2. Web Framework
Para alcancar os objetivos da proposta deste framework web de forma eficiente e

amigavel ao usuério, suas funcionalidades foram organizadas na interface em duas secdes,
“Home” e “Insert / Delete”.

A secdo “Home” ¢ acessada através da primeira aba presente na interface, compondo a
pagina inicial do framework assim que este é aberto. Nesta aba o usuério é capaz de pesquisar
informacBes sobre 0 mMiRNA de interesse e calcular a similaridade funcional entre 2 miRNAs
por meio do método CFSim. Ao realizar uma busca por anotacdes de um miRNA, o
framework retorna ao usuario os dados sobre 0 miRNA de interesse contidos no banco de
dados unificado CFSim Database, tais como nome, familia, sequencia, organismo, natureza
oncogenica ou supressora de tumor e funcBes. O framework web também mostra ao usuario
informacBes sobre as associacdes do miRNA de interesse com genes-alvo, como nome e
simbolo do gene-alvo, cddigo ensembl, tipo de experimento utilizado na validagdo, evento
patoldgico relacionado e pubmedID de onde estas informagGes foram retiradas. Além disso,
também sdo apresentadas ao usuario as associacfes entre 0 miRNA pesquisado e doencas
humanas, com informaces como nome da doenca, pubmedID de onde foi retirado este dado e
algumas anotac@es. Por outro lado, quando o usuério realiza o calculo de similaridade CFSim
entre 2 miRNAs, é retornado o valor numérico da similaridade funcional composta e algumas
informacBes mais detalhadas de ambos os miRNAs, como nomes, familias, genes-alvo e
doencas associadas e se sdo de natureza oncogenica ou supressora de tumor.

A segunda aba “Insert / Delete” permite que o usuario atualize as anotagdes no banco
de dados CFSim Database, por meio da insercdo de novas informagdes ou da alteracdo e
delecdo das informacbes ja existentes. Para isso, ele deve primeiramente buscar por
informacBes sobre 0 MiRNA de interesse, garantindo que este ainda ndo exista no banco de
dados. Caso este miRNA néo esteja contido no CFSim, ele podera inserir novas informagoes.
Por outro lado, se ja existir informacgdes sobre este miRNA no CFSim, o usuario podera
alterd-las ou remové-las. A especificacdo do pubmedID da publicacdo de onde as informacGes
foram retiradas é obrigatdria, de forma a garantir a integridade dos dados no CFSim

Database. Juntamente com o pubmedID, o usuario tambeém pode inserir 0 nome do autor
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principal e o ano da publicacio (em forma de citagdo) e algumas anotagoes.
Consequentemente, ha também uma funcionalidade na qual o usuario pode visualizar tais
informacBes mais detalhadas sobre a publicacdo. A cada nova insercdo de associacdes entre
genes-alvo para um miRNA de interesse, o framework permite que o usuario inclua um novo
gene-alvo ou escolha um gene-alvo ja existente em nosso banco. O mesmo acontece para as
associacdes entre 0 miRNA de interesse e doengas humanas. No caso das delegdes, sempre
gue um usuario optar por remover alguma informacéo, aparecerd uma mensagem para que ele
confirme a delecdo. Assim, garantimos que ndo ocorra uma remocdo de dados nao
intencional.

Ha também uma terceira aba, “About”, que contém a descrigdo do framework e do
método CFSim, assim como o contato dos responsaveis pelo projeto.

Algumas figuras apresentando o layout de cada umas das abas do web framework
juntamente com alguns dos resultados obtidos pelo método CFSim aplicado em miRNAs de

mesma familias e de familias distintas encontram-se no Apéndice deste documento.
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CAPITULO 8. Conclusdes e Trabalhos Futuros

Esta secdo contém as conclusdes e alguns trabalhos futuros para o método proposto e

desenvolvido neste projeto.

8.1. Conclusoes
Atualmente, existem diversas bases de dados contendo informagdes sobre miRNAs.

Entretanto, a falta de padronizacgéo e organizacdo de muitas delas acaba por dificultar o estudo
de pesquisadores da area. Sendo assim, para podermos concretizar nossa proposta de um novo
método de similaridade funcional entre miRNAs, primeiramente tivemos de estudar diferentes
bases de dados existentes na literatura para posteriormente criar um banco de dados integrado,
chamado CFSim Database, com as anotacdes de miRNA provenientes de fontes de dados
heterogéneas ja existentes, respeitando a padronizacdo do miRBase, a nomenclatura de genes
definida pelo HUGO e a nomeclaruta de doencas do MeSH. Além disso, o CFSim Database
foi organizado respeitando a estrutura da primeira ontologia de miRNAs OMIT.

Conforme apresentado na sec¢do 3, os trabalhos existentes na literatura sobre o célculo
de similaridade funcional entre miRNAs ou utilizam a similaridade funcional entre seus
genes-alvos com base na GO ou a similaridade funcional entre suas doengas relacionadas com
base no MeSH. O presente estudo propde um novo método, chamado CFSim, que utiliza
diferentes tipos de anotacbes de mIRNAs simultaneamente para calcular similaridade
funcional composta entre dois miRNAs, inclusive suas associacbes com genes-alvo e
doencgas. Ou seja, se um miRNA possui somente informagdes sobre suas doengas associadas,
um método baseado em somente seus genes-alvo ndo conseguiria utiliza-lo para calcular um
valor de similaridade com outro miRNA, ja o nosso método consegue. E se um miRNA sé
possui informacGes sobre seus genes-alvo, um método baseado somente em seus
relacionamentos com doencas ndo conseguiria calcular a similaridade entre este miRNA e um
outro, e mais uma vez o CFSim consegue. Portanto, o nosso método é mais abrangente e
flexivel que os demais ja existentes na literatura. O CFSim considera a similaridade de genes-
alvo com base na GO, a similaridade de doencas com base na MeSH e a similaridade da
natureza oncogénica ou supressora de tumor dos miRNAs que estdo sendo comparados, e
entdo combina essas similaridades a fim de obter um valor final para miRNA a similaridade
funcional composta.

Considerando-se o fato de que miRNAs pertencentes a uma mesma familia possuem

sequencias muito semelhantes e regides seed idénticas, regulando um conjunto comum de
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genes-alvo e consequentemente apresentam alta similaridade funcional, utilizamos as familias
como forma de validacdo. Sendo assim, os resultados obtidos por meio do CFSim, levando
em consideracdo uma maior gama de anotacdes sobre miRNAs, apresentaram uma melhora
em relacdo a metodologias utilizadas nos trabalhos ja existentes na literatura. O método
GOSemSim que utiliza somente associacfes com genes-alvo resulta em uma média de
similaridade entre miRNAs da mesma familia de 52% e o método MISIM que utiliza somente
associacfes com doencas resulta em uma média de similaridade entre miRNAs da mesma
familia de 63%. E a combinacéo entre estes dois métodos MISIM e GOSemSim resulta em
uma similaridade entre miRNAs da mesma familia de 58%. Por outro lado, o método
proposto neste estudo, o qual utiliza ndo s6 a combinagdo das associagdes com genes-alvo e
doencas dos miRNAs comparados mas também as anotacdes sobre sua natureza oncogénica
ou supressora de tumor dos mMiRNAs obteve uma meédia similaridade entre miRNAs
pertencentes a mesma familia de 70%. Desta forma, a diferenca entre os valores de CFSim
obtidos entre miRNAs de mesma familia e entre miRNAs de familias distintas foi equivalente
a 26%, sendo maior que a diferenca de 17% para os valores de MISIM, de 16% para 0s
valores de GOSemSim e de 17% para valores da combinacdo destes dois ultimos. Portanto,
nosso método mostrou ser mais eficiente para calcular a similaridade funcional entre dois
miRNAS, corroborando com o fato de que miRNAs de mesma familia sdo funcionalmente
mais similares.

Além disso, neste estudo também foi desenvolvido um framework web no qual o
usuario pode pesquisar, inserir, atualizar e excluir informac6es do CFSim Database e calcular
a similaridade funcional composta entre dois miRNAs usando o método proposto CFSim.

Em conclusdo, o método proposto tem o potencial de auxiliar os pesquisadores de
biomedicina a compreender melhor os importantes papéis dos miRNAs em processos
bioldgicos, suas funcbes e suas associacdes com varias doencas humanas, especialmente
considerando-se a similaridade funcional entre eles. Além disso, o CFSim Database, o qual é
um banco de dados contendo diversas anotacdes de miRNAs oriundas de bancos de dados
diferentes integradas, padronizadas e bem organizadas estruturalmente, assim como o
framework web com uma interface amigavel que permite a atualizacdo destas anotacGes a
qualquer momento facilitam a pesquisa e o estudo de miRNAs por parte de especialistas na

area.
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8.2. Trabalhos Futuros
A versdo atual de nosso método de similaridade composta CFSim realiza o célculo de

similaridade de miRNAs, mais especificamente, na categoria de genes-alvo, somente sobre a
sub-ontologia de fun¢fes moleculares de GO. Um ponto a ser investigado é aplicar o método
nas demais sub-ontologias da GO: componente celular e processo bioldgico.

Além disso, nos experimentos realizados, o CFSim foi aplicado somente em miRNAs
humanos. Como trabalho futuro, pretendemos calcular a similaridade entre miRNAs de outras
espécies, quando houver dados suficientes de doengas associadas a miRNAs disponiveis para
as demais espécies. Além disso, também iremos permitir a insercdo de novas espécies em
nosso banco de dados.

Em relacdo ao framework web que disponibiliza as informacdes do CFSim Database e
o célculo do método de similaridade, pretendemos implementar uma funcionalidade na qual o
pesquisador pode requerer a criacdo de um usuario e senha para poder acessar o framework.
Apdbs isso, os administradores do sistema analisardo as informacbes do requerente e o
incluirdo em um dentre dois perfis: em um perfil o usuario pode somente visualizar as
anotagcdes de miRNA no CFSim Database e calcular a similaridade funcional composta,
enquanto que no outro perfil o usuario pode realizar as mesmas funcionalidades do primeiro,
além de incluir/alterar/deletar anotacbes de miRNAs em nosso banco de dados unificado.

Assim, melhoramos nosso framewrok no quesito seguranca.
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APENDICE

Interfaces e funcionamento do sistema web

O ambiente web foi desenvolvido com o intuito de permitir que o usuario possa
acessar as anotacoes sobre miRNAs de nosso banco de dados CFSim Database, como nome,
familia, sequencia, se atua como oncogene ou supressor de tumor, organismo ao qual
pertence, experimentos realizados para sua validacdo e seus relacionamentos com genes-alvo
e doencas humanas. Ainda, o usuario pode inserir informacGes sobre novas descobertas de
miRNAs ou de associagfes com genes-alvo e doengas, assim como atualizar ou remover as
anotacdes ja existentes. Além disso, por meio deste framework o usuério também é capaz de
calcular a similaridade funcional composta CFSim entre dois miRNAS proposta neste projeto,
com base em todas estas anotacdes contidas no CFSim Database.

A Figura 15 mostra a paginal inicial de nosso ambiente, chamado “Home”, no qual o
usuario pode fazer a pesquisa sobre um miRNA de interesse (botdo “Search”) e realizar o

calculo do CFSim entre dois miRNAs (botdo “Calculate”).

CFSm - MicrRoRNA Composep FUNCTIONAL SIMILARITY

Home Insert/Delete About

MicroRNA ComposeD FUNCTIONAL SIMILARITY

MiRNA 1 MiRNA 2 | Calculate

Search Search

Figura 15. Pagina inicial “Home” do framework web.

Quando o usudrio faz uma busca sobre um determinado miRNA na aba “Home”, suas
anotacOes contidas no CFSim Database sdo mostradas em tabelas, de forma a organizar as
informagdes de forma mais amigavel o possivel para o usuério, confome a Figura 16. Sendo
assim, a primeira tabela apresenta as informacdes basicas do miRNA, ou seja, nome, familia,
funcBes, sequencia, organismo e se atua como oncogénico ou supressor de tumor. A segunda

tabela contém informacdes dos genes-alvo do miRNA de interesse, como nome e simbolo do
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gene, soédigo Ensembl, experimento utilizado para sua validagdo, evento patoldgico e
pubmedID de onde as informagdes foram retiradas. Por fim, a Gltima tabela consiste dos
relacionamentos entre 0 miRNA e as doencas humanas, apresentando colunas com o0 nome da
doenca, o pubmedID que cita a descoberta de tal relacionamento e algumas anotacdes. Note
que as anota¢Ges do miRNA buscado na Figura 16 ndo estdo completas, tendo sido reduzidas
somente para visualizacdo. O nosso framework disponibiliza ao usuério a botdes de busca por
anotacOes de ambos os mMiRNASs que serdo comparados no célculo de similaridade, facilitando

assim a pesquisa e a analise de informacdes dos mesmos.

CFSiM - MicRoRNA ComposeD FUNCTIONAL SIMILARITY

Home Insert/Delete About

MicroRNA Composen FUNCTIONAL SIMILARITY

MIRNA L |hsalet-7b MiRNA 2 Calculate
MicroRNA: hsa-let-7b

[Family] Functions Sequence [Organism[0

) ] - ] Ihsa-
|et.7 |[Repress cell proliferation and growthintibits cel cycle progression; let-7f promotes angiogenesis:apoptotic signalininduces both cell cyce arrest and cell deativcontributes | o o GucuceUUbomo N0 [ves
lto epithelial immune responses against C. parvum infection e
Target Genes
Genes ls) Complete Name Ensembl iment i Pubmed ID
a28P1 ENSG00000078328 Proteomics
asRsDL asRsDL ENSG00000108825 Other 17222355 ®

Diseases Pubmed ID Notes
Adrenocartical Carcinoma 19351815 let-7a: upregulated
[Treatment with E2, BPA and DDT decreased (p<0.05) miR-21 expression. Several members of the let-7 family (let-7a, let-7b, let-7¢, let-7d, let-7e and let-7f), were downregulated
Albuminuria 22403704 (p<0.05) by all three treatments.and miR-15b (p<0.005) and miR-27b (p<0.01) were also downregulated by the three treatments.uprequlation of miR-638 (P<0.005), miR-663
(P<0.005), and miR-1915 (P<0.005) was observed after treatment of MCF7 cells with E2, BPA or DDT

Figura 16. Pagina inicial “Home” do framework web com busca sobre miRNA hsa-let-7b.

Por outro lado, quando o usuério deseja realizar o célculo do CFSim entre dois
miRNAs, o valor final da similaridade funcional composta é apresentado ao lado do botédo
“Calculate” e na parte inferior do framework sfo apresentadas as anotacdes que foram
utilizadas no método. Tais anotacOes apresentadas sobre os miRNAs comparados no célculo
da CFSim podem ser diferentes das anotacOes apresentadas ao usuério quando feita uma
busca pelas anotagdes destes mesmo miRNAs através do botdo “Search”. Isto ocorre devido
ao fato de que nem todas informacBes existentes no CFSim Database sdo utilizadas no
método. Por exemplo, vamos supor que um miRNA possua associacbes com 10 genes-alvo
diferentes, sendo assim, serdo mostrados 10 registros de genes-alvo pela busca por meio do
clique em “Search”. Entretanto, no calculo de CFSim somente serdo utilizados aqueles genes-
alvo que estiverem cadastrados na GO e que possuirem resgitros de funcdes moleculares

associadas a eles. Sendo assim, a quantidade de registros de genes-alvo retornados pela busca
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pode ser maior do que a quantidade apresentada como anotagdes utilizadas pelo método de
similaridade funcional composta.

As figuras 17 a 22 a seguir apresentardo os resultados referente aos exemplos citados
na secao anterior com mais detalhes, ou seja, os resultados obtidos por meio do célculo do
CFSim para miRNAs de uma mesma familia e para miRNAs de familias distintas para
miRNAs com anotagdes sobre a categoria de genes-alvo e de doencgas, miRNAs com
anotacbes somente sobre a categoria de genes-alvo e por ultimo, com anotacGes somente

sobre a categoria de doencas.

CFSmv - MicrRoRNA ComposeDp FUNCTIONAL SIMILARITY

Home Insert/Delete About

MicroRNA Composen FuNCTIONAL SIMILARITY

MiRNA 1 |hsa-let-7d MiRNA 2 |hsa-let-7g Calculate CFSim =083

Search Search

hsa-let-7d

Family: let-7

Genes: 4BT1; ADCYS; AKAPS; ARID34; BIN3; BUB3; CALCOCO2; CBR4; CEP120; CPNE1; DLC1; ERC1; ESPL1; FBXO3; GLMN; GOLT1B; GPR63; HAND1; HOMER1; IGF1R; IGF2BP1; IGF2BP3; ISL1; KATNALL; KPNAS; LBR; LINZ8B; MEX3A;
NR4AL; ONECUTZ; PCGF3; PCNP; POLR2D; RADIA; RFX5; RPUSDZ; SLC10A7; SLC20A1; SLC30A6; SMARCAD1; SMCR7L; SPATAZ; SPRYD4; STK40; TBC1D9B; TGFBR1; THBS1; TLE4; TMED4; TMEM194A; TNRCEA; TOMM20; TST;
USP24; 7BTB24; 7BTB39; ZNF200; ZNF280B; ZNF3548; ZNF526; ZNF644; 7N
Diseases: Adrenocortical Carcinoma; Albuminuria; Antiphaspholipid Syndrome: Arthritis, Psoriatic; Barrett Esophagus; Carcinoma, Basal Cell: Cerebellar Neoplasms; Choriocarcinoma: Cocaine-Related Disorders: Diabetes
Mellitus, Type 2; Digestive System Neoplasms; Eosinophilic Esophagitis; Ependymoma; Fanconi Anemia; Head and Neck Neoplasms; Hyperglycemia; Leukemia-Lymphoma, Adult T-Cell; Liposarcoma; Liver Failure; Lupus Vulgaris;
Lymphoma, Primary Effusion; Mastocytosis, Systemic; Muscular Disorders, Atrophic; Myocarditis; Nevus, Pigmented; Retinoblastoma; Sarcoma, Kaposi; Spinal Cord Injuries

Oncogene? No

Tumor Supressor? Yes

hsa-let-7g

Family: let-7

Genes: HMGA2; IGF2BP1

Diseases: Adenoviridae Infections; Adrenal Cortex Neoplasms; Aortic Aneurysm, Thoracic; Barrett Esophagus; Carcinoma, Hepatocellular; Cerebellar Neoplasms; Choriocarcinoma; Cystic Fibrosis; Diabetes Mellitus; Diabetes
Mellitus, Type 2; Digestive System Neoplasms; Eosinophilic Esophagitis; Fanconi Anemia; Head and Neck Neoplasms; Hyperglycemia; Leukemia-Lymphoma, Adult T-Cell: Leukemia, Myelogenous, Chronic, BCR-ABL Positive;
Liposarcoma; Liver Failure; Lupus Vulgaris; Lymphoma, Primary Effusion; Mastocytosis, Systemic; Nevus, Pigmented: Retinoblastoma; Sarcoma, Kaposi; Sjogren Syndrome; Waldenstrom Macroglobulinemia

Oncogene? No

Tumor Supresser? Yes

Figura 17. Exemplo de célculo do CFSim aplicado sobre os miRNAS hsa-let-7d e hsa-let-7g
representando o caso em que os dois mMiRNAs pertencem a uma mesma familia e ambos

possuem anotacdes sobre a categoria de genes-alvo e também sobre a categoria de doengas.
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CFSm - MicRoORNA ComposeD FUNCTIONAL SIMILARITY

Home Insert/Delete About

MicroRNA Composep FUNCTIONAL SIMILARITY

MiRNA 1  hsa-et-7d MiRNA 2 |hsa-mir-221 ‘ | Calculate CFSim = 0,28

ALCOCOZ; CBR4; CEP120; CPNEL; DLC1; ERCL; ESPLL; FBXO3; GLMN; GOLT1B; GPRG3; HAND1; HOMERL; IGF1R; IGF2BP1; IGF2BP3; I5L1; KATNALL; KPNAS; LER; LIN28B; MEX3A;
FX5; RPUSD2; SLC10A7; SLC20A1; SLC30A6; SMARCADL; SMCRTL; SPATAZ; SPRYD4; STK40; TEC1DOE; TGFBRL; THBS1; TLE4; TMED4; TMEM194A; TNRCGA; TOMM20; TST;
USP24; ZBTB24; ZBTB39; ZNF200; ZNF280B; ZNF3548; ZNF526; ZNF644; ZNF763

Diseases: Adrenocortical Carcinoma; Albuminuria; Antiphospholipid Syndrome; Arthritis, Psoriatic; Barrett Esophagus; Carcinoma, Basal Cell; Cerebellar Neoplasms; Choriocarcinoma; Cocaine-Related Disorders; Diabetes
Mellitus, Type 2; Digestive System Neoplasms; Eosinophilic Esophagitis; Ependymoma; Fanconi Anemia; Head and Neck Neoplasms; Hyperglycemia; Leukemia-Lymphoma, Adult T-Cell; Liposarcoma; Liver Failure; Lupus Vulgaris;
Lymphema, Primary Effusion; Mastocytosis, Systemic; Muscular Disorders, Atrophic; Myocarditis; Nevus, Pigmented; Retinoblastoma; Sarcoma, Kaposi; Spinal Cord Injuries

Oncogene? No

Tumeor Supressor? Yes

hsa-mir-221

Family: mir-221

Genes: CDKN1B; CDKN1C; KIT

Diseases: Adrenal Cortex Neoplasms; Albuminuria; Alopecia; Antiphospholipid Syndrome; Aortic Aneurysm, Thoracic; Arthritis, Psoriatic; Astrocytoma; Atherosclerosis; Atrophy; Barrett Esophagus; Biliary Atresia; Biliary Tract
Neoplasms; Carotid Artery Diseases; Cervical Intraepithelial Neoplasia; Cholesteatoma; Cystic Fibrosis; Dementia; Diabetes Mellitus, Type 2; Dyspepsia; Fanconi Anemia; Head and Neck Neoplasms; Heart Diseases;
Hyperglycemia; Leiomyosarcoma; Leukemia, Myelogenous, Chronic, BCR-ABL Positive; Liposarcoma; Liver Cirrhosis; Liver Diseases, Alcoholic; Liver Failure; Lymphoma, Extranodal NK-T-Cell; Lymphema, Primary Effusion; Marek
Disease; Mastocytosis, Systemic; Melanoma; Myocarditis; Neog . 59 Cell; Neurodegenerative Diseases; Periodontal Diseases; Pheochromocytoma; Precursor Cell Lymphoblastic Leukemia-Lymphoma; Pulmonary
Fibrasis; Sarcoma, Kaposi; Sepsis; Sjogren Syndrome

Oncogene? Ves

Tumor Supressor? No

Figura 18. Exemplo de célculo do CFSim aplicado sobre os miRNAs hsa-let-7d e hsa-mir-
221 representando o caso em que 0os mMiRNAs pertencem a diferentes familias, mas ambos

possuem anotacdes sobre a categoria de genes-alvo e também sobre a categoria de doengas.

CFSm - MicrRoRNA Composep FUNCTIONAL SIMILARITY

Home Insert/Delete About

MicroRNA Composen FUNCTIONAL SIMILARITY

MiRNA 1  hsa-miR-29b-3p MiRNA 2 hsa-miR-29c-3p | ‘ Calculate CFSim = 0,78

Genes: CDK5; COL1A1; DNMT3A; DNMT3B; IMPDH1; MCL1; MYCN; PTEN; TCL1A
Oncegene? No
Tumeor Supressor? No

DNMT3EB; FAM1058; FREMZ2; FUSIP1; GNB4; HDGF
UV420H2; TDG; TIPRL; ZBTB10; ZNF45

KRD13C; BACE1; BACH2; BCL11A; BFAR; CDC23; CDC42SEL; CDK6; CDV3; COL15A1; COL1AL; COL1A2; COL3AL; COL4AT; COLAAZ; DDX21; DICER1; DNMT:
HMGCR; IRF2BP2; JARID1B; JUN; LAMCL; MCL1; MKL2; MORFAL1; MYCN; NKIRASZ2; NUMB; QIPS; PDHX; PLAGL; PPP1R14C; PRKAB2; PURG; RAB30; RNF19A; SH3GLB1; SPARC;
Oncogene? No

Tumor Supressor? No

Figura 19. Exemplo de célculo do CFSim aplicado sobre os miRNAs hsa-miR-29b-3p e hsa-
miR-29c-3p representando o caso em que os dois miRNAs pertencem a uma mesma familia e
ambos possuem anota¢des somente sobre a categoria de genes-alvo.
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CFSm - MicRoRNA Composep FUNCTIONAL SIMILARITY

Home Insert/Delete About

MicroRNA Composen FUNCTIONAL SIMILARITY

MiRNAL  |hsa-miR-29b-3p MiRNA 2 |hsa-mir-148a-3p CFSim = 0,37

hsa-miR-29b-3p

Family: mir-20

Genes: CDK6; COLLAL DNMT3A; DNMT3B; IMPDHL; MCLL; MYCN; PTEN; TCLLA
Oncogene? No

Tumor Supressor? No

hsa-mir-148a-3p

Family: mir-148

Genes: ADARB1; ANP32A; ARRDC3; CBX3; CDC25B; CYCS; DNAJB4; DSTYK; DYNLL2; DYRK1A; GAS1; GNBS; GPATCHS; HCCS; HOXCB; HSP90B1; LBR; MPPS; MTMRS; PAN3; PAPD4; PEXIP1; POFUT1; PRNP; PSMD9; PTPN4; RAB10;
RAB12; RAB1B; RAB34; SESTD1; SNAPIN; SPRY2; TMEMIE; TNRCEA; TRIMS9; UQCRQ: WAPAL; ZNF490; ZNFIZ

Oncogene? No

Tumor Supressor? No

Figura 20. Exemplo de célculo do CFSim aplicado sobre os miRNAs hsa-miR-29b-3p e hsa-
mir-148a-3p representando o caso em que os MiRNAs pertencem a diferentes familias, mas

ambos possuem anotacGes somente sobre a categoria de genes-alvo.

CFSm - MicrRoRNA Composep FUNCTIONAL SIMILARITY
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MicroRNA ComposeD FUNCTIONAL SIMILARITY

MiRNAL  |hsa-mir-128-1 MiRNA 2 |hsa-mir-126-2 CFSim = 0,82

hsa-mir-128-1

Family: mir-128

Diseases: Atherosclerosis; Cystic Fibrosis; Leukemia, Biphenotypic, Acute; Leukemia, Myelogenous, Chronic, BCR-ABL Positive; Liver Diseases, Alcoholic; Pulmonary Disease, Chronic Obstructive; Scleroderma, Localized
Oncogene? No

Tumor Supressor? No

hsa-mir-128-2

Family: mir-128

Diseases: Atherosclerosis; Cystic Fibrosis; Ischemia; Leukemia, Biphenotypic, Acute; Leukemia, Myelogenous, Chronic, BCR-ABL Positive; Liver Diseases, Alcoholic; Pulmonary Disease, Chronic Obstructive; Scleroderma, Localized;
Urinary Bladder Neoplasms

Oncegene? No

Tumor Supressor? No

Figura 21. Exemplo de célculo do CFSim aplicado sobre 0os miRNAs hsa-mir-128-1 e hsa-
mir-128-2 representando o caso em que os dois MiRNASs pertencem a uma mesma familia e

ambos possuem anotacdes somente sobre a categoria de doencas.
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CFSm - MicRoRNA Composep FUNCTIONAL SIMILARITY

Home Insert/Delete About

MicrRoRNA CompoSED FUNCTIONAL SIMILARITY

MiRNA1  |hsa-mir-128-1 MiRNA 2 |hsa-mir-301a Calculate CFsim = 0,14
Search Search

hsa-mir-128-1

Family: mir-128

Diseases: Atherosclerosis; Cystic Fibrosis; Leukemia, Biphenotypic, Acute; Leukemia, Myelogenous, Chronic, BCR-ABL Positive; Liver Diseases, Alcoholic; Pulmonary Disease, Chronic Obstructive; Scleroderma, Localized
Oncogene? No

Tumor Supressor? No

hsa-mir-301a

Family: mir-130

Diseases: Adrenocortical Carcinoma; Intellectual Disability; Irritable Bowel Syndrome; Salivary Gland Neoplasms
Oncogene? No

Tumor Supressor? No

Figura 22. Exemplo de célculo do CFSim aplicado sobre os miRNAs hsa-mir-128-1 e hsa-
mir-301a representando o caso em que 0s MiRNAs pertencem a diferentes familias, mas

ambos possuem anotacGes somente sobre a categoria de doencas.

Na aba “Insert / Delete”, mostrada na Figura 23, o usuario pode inserir ou atualizar as
informagdes sobre um determinado miRNA através do botdo “Save”. Caso queira remover um
miRNA, basta utilizar o botdo “Delete”. Se o usuario desejar inserir novas anotagdes, devera
clicar no icone azul e uma nova janela aparecera e entdo o usuario podera incluir novos dados.
A Figura 24, por exemplo, é mostra uma janela de insercdo de dados de associacdo entre o
miRNA e doencas humanas, onde pode ser digitada uma nova doenca ou 0 usuario cpode
clicar no icone de uma lupa e assim poderad escolher uma doenca ja existente no CFSim
Database, conforme ilustrado na Figura 25. Por outro lado, se o0 usuario desejar remover
alguma informacdo basta clicar no icone vermelho e uma mensagem de confirmacdo sera
apresentada ao usario para garantir que ndo ocorram remocgoes indesejadas. Se o usuario
desejar limpar todos os campos para realizar uma nova busca ou insercdo ou atualizacao,
basta clicar no botdo “Clear”. Ainda, para visualizar mais informagdes sobre a publicagdo de
referencia de uma anotacéo, o usuario devera clicar no icone que contém um olho e uma nova

janela abrird com informacg6es mais detalhadas sobre a mesma, como mostrado na Figura 26.
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CFSmv - MicRoRNA ComposeD FUNCTIONAL SIMILARITY

Home Insert/Delete About
MicRORNA ANNOTATIONS
MiRNA Family Specie Acts like Sequence
lhsalet-7b | et-7 | [hsa-Homo sapiens v [ oncogenic @ Tumor Suppressor UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGLU
‘ Save | ‘ Delete | ‘ Clear
Functions (+]
Functions Delete
Repress cell proliferation and growth [%]
inhibits cell cycle progression Q
let-7f promotes angiogenesis [%]
apoptatic signalin Q
induces both cell cycle arrest and cell death [%]
contributes to epithelial immune responses against €. parvum infection Q
Target Genes o
Genes (Symbols) Complete Name Ensembl Experiment Pathological Event Pubmed ID Delete
(A2BPL ENSGO0000078328 Proteomics e
AARSD1 lAarsDL ENSGO0000108825 Other 17222355 = Q
Diseases o
Diseases Pubmed ID Notes Delete
\Adrenocortical Carcinoma 19351815 let-7a: uprequlated [%]
[Treatment with E2, BPA and DDT decreased (p<0.05) miR-21 expression, Several members of the let-7 family (let-7a, let-7b, let-
Albuminuria . [7c, let-7d, let-7e and let-7f), were downregulated (p<0.05) by all three treatments.and miR-15b (p<0.005) and miR-27b (p<0.01) o
I~ - |were also downregulated by the three treatments.upregulation of miR-638 (P <0.005), miR-663 (P<0.005), and miR-1915 (P<0.005)
|was observed after treatment of MCF7 cells with E2, BPA or DDT

Figura 23. Aba “Insert / Delete” do framework web.

€ vt vew v o . =

[ localhost:4997 /addDisease.as

isinsert=1&idMirna=4&nameMirna

INSERT NEW DISEASE

Disease:

>J

< <9

Pubmed ID:

Notes:

Save I Cancel

Figura 24. Janela de insercdo de dados de associacdo entre 0 miRNA e doengas humanas.
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[ localhost:4997/lkpHMDDDisease.aspx?disease=

Disease  |neoplasm

Selet [Adrenal Cortex Neoplasms
Select  [Biliary Tract Neoplasms
Select  [Bladder Neoplasms

Selet  |Brain Neoplasms

Selet [Breast Neoplasms

Select [Cerebellar Neoplasms
Select |Cervical Neoplasms

Select |Colonic Neoplasms

Select [Colon Neoplasms

Select |[Colorectal Neoplasms
Seled [Colorectal Neoplasms, Hereditary Nonpolyposis

Select [Digestive System Meoplasms
Selet  |Endometrial Neoplasms
Select  |Esophageal Meoplasms
Selet  |Gastric Neoplasms
%% trointe firw m z

Figura 25. Janela na qual o usuario pode escolher uma doenca ja existente no CFSim

Database para associar a um miRNA.

r 3 Yy
[| Pubmed Details - Google Chrome — [E=EER>

-
[Y localhost4997 /seePubmedDetails.aspx?pubmedID=172223¢

PuBmMmEep DETaILs

|| Pubmed1D:  [17222355 Ll
I I
|| Paper: |Hebert et al, 2007 | I
| ||
| H
I Notes: I
| |
|

| |

Figura 26. Janela com informagdes detalhadas sobre uma publicacdo.



Finalmente, na aba “About”, mostrada na Figura 27, ha uma descri¢do sobre o

framework web e suas funcionalidades disponibilizadas ao usuério.

CFSmm - MicRoRNA Composep FUNCTIONAL SIMILARITY

Home Insert/Delete About

Asout

CFSim (Composed Functional Similarity) is a new method to calculate functional similarity between two miRNAS, It s called composed because it uses all MiRNA annotattions from heterageneous existing sources such as the ones present in the structure of OMIT (Gntology for
MIRNA Target).

© OnexGenarating ® Tanusupprecan
A o

Annotations from OMIT structure,

To implement CFSim we used a semantic similarity method developed by Wang and applied it on Gene Ontology, MeSH and an Organism Ontology.

Here in this plataform you can also find all annotations about MIRNAS from miRBase, TarBase, Human MicroRNA Disease Database (HMDD), Genetic Association Database (GAD) and Human MicroRNA Oncogenes and Tumor Suppressors together in one unic database, respecting
the OMIT structure.

Figura 27. Janela com informagdes sobre o método CFSim e o framework apresentadas na
aba “About”.
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