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RESUMO

Provezani, Amanpa Rusiska. SIMTar: Uma ferramenta para predicio de SNPs interferindo em
sitios alvos de microRNAs. 71 p. Dissertacio (Mestrado em Bioinformadtica) - Interunidades em

Bioinformatica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Polimorfismos de um nucleotideo (SNPs) podem alterar, além de c6dons de leitura da traducdo de
genes, posi¢des gendmicas importantes do processo de regulacdo génica, como sitios de inicia¢do de
transcri¢do, de splicing e, mais especificamente, sitios alvos de microRNAs (miRNAs). Em parti-
cular, a identificacdo de SNPs alterando sitios alvos de miRNAs € um problema em aberto, embora
venha ganhando um importante destaque nos dltimos anos decorrente dos avancos descobertos sobre
a capacidade dos miRNAs como elementos reguladores do genoma, associados inclusive a muitas
doencas como o cancer e vdrios transtornos psiquidtricos. Os recursos computacionais atualmente
disponiveis para esta finalidade (alguns bancos de dados e uma ferramenta) estdo restritos a analise
de SNPs na regido 3’UTR (UnTranslated Regions) de RNAs mensageiros, onde miRNAs geralmente
se ligam para reprimir sua traducdo. No entanto, essa ¢ uma simplificacdo do problema, dado que ja
se conhece a regulacdo por miRNAs ativando ou reprimindo a transcri¢cdo génica quando ligados a
sua regido promotora, aumentando a efetividade da regulacdo negativa da traducio quando ligados a
regido codificante do gene ou ainda miRNAs se ligando a RNAs ndo codificantes. Esses recursos se
limitam também a identificacdo de SNPs na regido seed dos sitios de miRNAs, e portanto s6 identifi-
cam criacao ou ruptura de sitios. Porém, SNPs localizados fora dessa regiao nao sé podem colaborar
na criagdo e ruptura de sitios como também interferir na estabilidade de ligagdao de miRNAs e, por-
tanto, na efetividade da regulacdo. Além disso, considerando toda a extensdo do sitio, ndo somente
a seed, é possivel ocorrer mais de um SNP e, sendo assim, a combinagdo desses SNPs pode ter uma
influéncia ainda maior na ligacdo com o miRNA. Os recursos atuais também ndo informam quais
alelos dos SNPs, muito menos quais combinagdes deles, estdo causando qual efeito. Por fim, tais
recursos estao restritos a Homo sapiens € Mus musculus. Assim, este trabalho apresenta a ferramenta
computacional SIMTar (SNPs Interfering in MicroRNA Targets), desenvolvida para identificar SNPs
que alteram sitios alvos de miRNAs e que preenche as lacunas mencionadas. Além disso, € descrita
uma aplicacdo de SIMTar na anédlise de 114 SNPs associados a esquizofrenia, na qual todos foram

preditos interferindo em sitios alvos de miRNAs.

Palavras-chave: microRNAs, predi¢ao de alvos de microRNAs, SNPs, SNPs em sitios alvos de
microRNAs, ligacdo de microRNAs em DNA e RNAs nao codificantes.



ABSTRACT

Provezani, AManpA Rusiska. SIMTar: A tool for prediction of SNPs Interfering on MicroRNA
Target sites. 71 p. Master Thesis (Master of Science on Bioinformatics) - Inter-institutional Grad

Program on Bioinformatics, University of Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) can be involved in alteration of not only open reading frame
but also important genomic positions of gene regulation process such as transcription initiation sites,
splicing sites and microRNA target sites. In particular, the identification of SNPs interfering on mi-
croRNA target sites is still an open problem, despite its increasing prominence in recent years due to
the discoveries about the microRNA abilities as regulatory elements in the genome and association
with severals diseases such as cancer and psychiatric disorders. The computational resources curren-
tly available for this purpose (four databases and one tool) are restricted to the analysis of SNPs in the
3’UTR (UnTranslated Regions) of mRNAs, where the microRNAs typically bind in order to repress
their translation. However, this is a simplification of the problem, since it is already known the gene
transcription activation by microRNAs bound to its promoter region, increasing of the effectiveness
of negative regulation of translation when microRNAs are bound to the coding region of the gene or
binding of microRNA into non-coding RNAs. These resources are also limited to the identification of
SNPs in the seed region of miRNAs, and therefore they can only identify sites creation or disruption.
However, SNPs located outside this region can not only create and disrupt target sites but also interfere
on the stability of miRNAs binding and therefore on the regulation effectiveness. Moreover, consi-
dering the target site length, more than one SNP can occur inside of a site and thus, the combination
of these SNPs can have an even greater influence on the microRNA binding. Also, current resources
do not display which alleles of SNPs or what combinations of them are causing which effect. Finally,
these features are restricted to the Homo sapiens and Mus musculus species. This work presents the
computational tool SIMTar (SNPs Interfering on MicroRNA Targets), developed to identify SNPs that
alter miRNA target sites and fills the mentioned gaps. Finally, it is described an application of SIMTar
on the analysis of 114 SNPs associated with schizophrenia, all of them being predicted interfering
with miRNA target sites.

Keywords: microRNAs, microRNAs target prediction, SNPs, SNPs in microRNA target sites, microRNAs
binding on DNA and Non-coding RNAs.
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Capitulo 1

Introducao

MicRORNAs (miRNAs) sao pequenas moléculas de RNAs ndo codificadores, com tamanho
M aproximado de 22 nucleotideos (nts), que tém revelado uma importante participa¢do no pro-
cesso de regulacdo de varios organismos, atuando em nivel pré e pés-transcricional (Biissing et al.
[2008]; Chen et al. [2004]; Frankel et al. [2008]; Si et al. [2006]). Em animais este processo de
regulacao € realizado através de um pareamento imperfeito com o sitio alvo. Os miRNAs sdo mais
conhecidos pelo papel que desempenham na regulacdo negativa da tradugao, efetuada quando estao
pareados a por¢do 3’UTR de sequéncias de mRNAs. No entanto, o estudo de miRNAs mostrou recen-
temente varias novas maneiras de regulacao pelas quais os miRNAs podem regular, além da tradugao,
também a transcri¢do dos genes. Estes novos estudos identificaram que a regulagdo pode ser positiva
ou negativa, ndo sé quando estdo ligados a regido 3’UTR mas também quando se ligam inclusive no
DNA e sequéncias de outros RNAs nao codificadores (Huang et al. [2012]; Jackson et al. [2010];
Lee et al. [2005]; Lin et al. [2011]; Shen et al. [2002]; Toscano-Garibay & Aquino-Jarquin [2012];
Vasudevan et al. [2007]; Zisoulis et al. [2012]). Muitos deles estando associados a doencas complexas
como o cancer, diabetes e transtornos psiquiatricos.

Dado que o pareamento em animais ocorre geralmente de forma imperfeita e a regido do pare-
amento abrange por volta de 22 nts, pequenas alteragdes como € o caso de polimorfismos de um

nucleotideo (Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs), podem criar um novo sitio, romper um sitio



pré-existente ou mesmo interferir na estabilidade do pareamento dada a sua variacao alélica. Isso
ocorre porque a variacao alélica do SNP pode implicar no aumento ou redu¢do da complementaridade
da sequéncia do miRNA com a sequéncia alvo e consequentemente na efetividade da regulacio pelo
miRNA.

SNPs com menor frequéncia alélica (Minor Allele Frequence - MAF) > 1% correspondem a 98%
da variabilidade humana [McVean et al., 2012]. Embora estudos de associacido (Genome-Wide Asso-
ciation Study — GWAS) [Hindorff, 2009] tenham revelado centenas destes SNPs associados a muitas
doencas (Jia et al. [2010]; Thomas et al. [2009]; Zhang et al. [2007]), muitos ainda ndo possuem
nenhuma associa¢cdo. Aproximadamente 90% destes SNPs estdo localizados em regides nao codifi-
cantes do genoma [Hindorff, 2009], tal como a regido promotora dos genes [Savinkova et al., 2013],
onde podem alterar sitios de elementos reguladores dessa regido e consequentemente alterar muitas
vias metabdlicas relacionadas a transcri¢do destes genes. Podem também ocorrer em sitios de excisao
de introns (splicing) e alterar o uso de éxons, implicando na sintese de diferentes isoformas de um
mesmo gene (transcritos). Outra possibilidade € que tais SNPs podem criar, romper ou interferir na
estabilidade de sitios de ligacao de miRNAs [Lu & Clark, 2012].

O estudo computacional de identificacio de SNPs que estejam interferindo em sitios alvos de
miRNAs é uma area recente de pesquisa e constitui um problema em aberto. Entre as lacunas existen-
tes nos estudos realizados até o momento estd o fato desses estudos ndo considerarem que miRNAs
podem se ligar a regides distintas das 3’UTRs, em RNAs ndo codificantes ou até mesmo em DNA.
Além disso, ndo relatam o efeito de cada variacao alélica, nem tampouco analisam a variagao de com-
binagdo alélica de mais de um SNP localizado no mesmo sitio alvo, informacdes importantes, uma
vez que a frequéncia alélica de um SNP pode estar associada a uma doenga. Outra limitacdo é que
tais estudos analisam SNPs localizados somente em uma pequena regido dos possiveis sitios alvos,
conhecida como seed. Finalmente, os recursos computacionais utilizados nesses estudos ndo estao
disponiveis como ferramentas de uso local e portanto ndo podem, por exemplo, serem aplicados a
espécies distintas das analisadas no estudo.

Diante disso, este trabalho objetivou o desenvolvimento de uma ferramenta computacional open-

source capaz de superar as lacunas existentes aqui mencionadas. A ferramenta desenvolvida chama-se



SIMTar (SNPs Interfering in MicroRNAs Targets). Para exemplificar o uso da ferramenta, SIMTar
foi aplicado a SNPs associados a esquizofrenia.

O restante desta dissertacdo estd organizado da seguinte forma. O capitulo 2 revisa os concei-
tos fundamentais importantes para o entendimento deste trabalho. O capitulo 3 detalha os objetivos
gerais e especificos do projeto. O capitulo 4 descreve a metodologia empregada tanto para o desenvol-
vimento do SIMTar como para a sua aplicacdo em dados de esquizofrenia. O capitulo 5 apresenta e
discute os resultados obtidos, onde o préprio SIMTar € considerado como resultado do trabalho, além
dos resultados de sua aplicacdo em esquizofrenia. Finalmente o capitulo 6 traz as conclusdes desta
dissertacdo e trabalhos futuros. Estd também incluso neste documento, em forma de apéndice, a lista

de SNPs utilizados na etapa de aplicagao.



Capitulo 2

Fundamentos

ESTE capitulo descreve os fundamentos tedricos dos principais topicos utilizados neste trabalho.
Entre eles estdo o fluxo da informacdo genética, SNPs, miRNAs, doencas complexas e ferra-

mentas computacionais para o estudo de SNPs em sitios alvos de miRNAs.

2.1| Fluxo da informacao genética

Acidos nucleicos sdo biomoléculas que contém a informacdo genética dos organismos. Existem
dois tipos de dcidos nucleicos nas células: o DNA e o RNA.

O DNA (DeoxyriboNucleic Acid) é uma molécula bioldgica replicativa presente em quase todos
0s organismos vivos como principal constituinte dos cromossomos. A sua estrutura é formada por
duas cadeias helicoidais [Watson & Crick, 1953], cuja unidade estrutural basica € o nucleotideo.
Cada nucleotideo é composto por: uma base nitrogenada, que pode ser uma adenina (A), citosina (C),
guanina (G) ou timina (T), mais um grupo fosfato e uma molécula de actcar (deoxyribose) [Saenger,
1984].

O RNA (RiboNucleic Acid) difere do DNA pela alteragdo da base nitrogenada Uracila (U) ao
invés de Timina, e pela alteracdao da molécula de agicar, que no RNA € a ribose. A sintese de RNA

ocorre a partir de um molde de DNA através de um processo chamado transcri¢ao.
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Os cromossomos possuem sequéncias especificas de DNA que formam os genes. Em termos
moleculares, um gene é comumente definido como uma sequéncia de DNA necessdria para a sintese
de RNA. Existem diferentes tipos de RNAs, aqueles que poderdo atuar funcionalmente dentro da
célula logo apds serem transcritos (RNAs ndo codificadores - ncRNAs) e aqueles que passardo pelo
processo de traducdo para a sintese proteica (RNAs mensageiros - mRNAs) [Lodish et al., 2000].

Internamente, um gene pode ser constituido por um éxon ou por um conjunto de éxons e introns
(Figura 2.1). No caso de genes compostos de éxons e introns, os introns sao removidos através de
um processo denominado splicing. Neste processo podem ocorrer diferentes combinacdes de éxons e
introns, dando origem a diferentes isoformas de um mesmo gene.

A sequéncia processada de um mRNA representa o conteido para sintese proteica — o quadro
aberto de leitura — e nas extremidades duas sequéncias que ndo sdo traduzidas, a 5’ e 3’UTRs (Un-
Translated Regions). Dentro do quadro aberto de leitura, cada trés nucleotideos consecutivos — cédon
— € traduzido em um aminoécido. As extremidades 5’ e 3’UTRs podem apresentar sequéncias com
fungdes reguladoras e sdo responsdveis pela estabilidade da sequéncia do mRNA.

Inicialmente, o dogma central da biologia molecular defendia que o produto funcional das células
eram somente as proteinas e o transcritoma eucariético era composto por mRNAs, como elementos
intermedidrios das proteinas, e por alguns ncRNAs: os RNAs ribossomais, transportadores e pequenos
RNAs nucleolares, com fungdes estruturais e cataliticas envolvidos na sintese proteica [Crick, 1970]
(Figura 2.2). Contudo, anos mais tarde, descobertas sucessivas revelaram uma grande variedade de

ncRNAs (Lander ef al. [2001]; Venter et al. [2001]). Hoje ja sdo conhecidas mais de 2.200 familias

Exon Exon Exon . Exon Exon
| Inron Intron In.ror; Introyn
DNA DRy | /<>l < > RS < < P DI
Exon Intron Exon Intron Exon Iniron Exon Intron Exon

Figura 2.1: Esquema geral da disposicdo estrutural de um gene.
Adaptado de: http://stochasticscientist.blogspot.com.br/.
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Figura 2.2: Dogma central da biologia molecular.
Fonte: http://www.academiamalhacao.com.br/nikolascte/?paged=28.

distintas de ncRNAs (Rfam versdo 11.0) [Burge et al., 2012]. Em especial, os miRNAs constituem
uma parcela importante dessas familias, com destacado papel em processos de regulacdo. Existem
atualmente 2.578 sequéncias conhecidas de miRNAs em humanos (miRBase versao 20) [Griffiths-

Jones, 2006].

2.2| Polimorfismos de um nucleotideo (SNPs)

Por defini¢do, polimorfismo € uma variante genética que ocorre em pelo menos 1% da populacao.
SNPs sdo polimorfismos que ocorrem na sequéncia de DNA através da alteragdo de apenas uma
posicao nucleotidica (A, T, C ou G).

A genética classica define o termo alelo como sendo a variagdo de um gene. Essa defini¢do foi
formulada em um periodo em que o gene era a unidade relacionada ao fenétipo. Entretanto, a genética
molecular moderna observou que mesmo as variagdes que nao sdo intragénicas podem interferir na

expressdo do fenotipo e convenciona-se chamar de alelo qualquer variagdo do genoma. Neste trabalho
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o termo alelo € utilizado baseando-se nesta ultima definicdo. Assim, cada variacdo de um SNP €
chamada de alelo e por definicdo pode ser bi-, tri- ou tetra-alélico, que corresponde ao nimero de
possibilidades de bases nucleotidicas a serem trocadas, sendo duas, trés ou quatro respectivamente
para cada posi¢do do SNP. A forma bi-alélica € a mais comum no genoma humano [Brookes, 1999].

A frequéncia de um SNP é dada em termos da sua menor frequéncia alélica (Minor Allele Fre-
quency - MAF). Por exemplo, se a frequéncia do alelo menos frequente (G) € 0,40, dizemos que a
frequéncia desse SNP € 40%. Desta forma, SNPs com frequéncia superior a 5% sao chamados de
comuns, ¢ SNPs com frequéncia entre 0,5% e 5% sdo chamados SNPs raros [Bush & Moore, 2012].

Apenas 10% dos SNPs comuns associados as doengas estdo localizados em regides codificadoras
de proteinas. Estes SNPs podem alterar o cdon de leitura de traducao dos genes, o que ird depender de
quais bases estdo envolvidas na troca alélica e, neste caso, a troca pode ser sindnima ou ndo sindnima.
Sin6nima é quando a variacdao ndo implica na mudang¢a de aminodcido para o qual o cdédon € traduzido,
0 que ocorre por conta da propriedade degenerada do cédigo genético. Nao sindonima é quando a
variagdo altera o aminodcido codificado pelo cédon. Estas alteracdes podem implicar na modificagdo
da estrutura e estabilidade dessas regioes.

Para os demais 90% dos SNPs comuns associados as doencas, localizados em regides nao codifi-
cadoras de proteinas, muitos podem ser também os impactos. Tais SNPs, quando localizados na regido
promotora de um gene, podem alterar o sitio de ligacdo de fatores de transcri¢cdo ou de RNAs poli-
merases €, consequentemente, alterar vias metabdlicas nas quais este gene estd envolvido [Savinkova
et al., 2013]. Quando localizados em sitios de splicing, podem alterar o uso de éxons e consequen-
temente produzir diferentes isoformas de um gene (Faustino & Cooper [2013]; Kwan et al. [2008];
Nissim-Rafinia & Kerem [2005]). Quando localizados nas regides 3 UTR de mRNAs, os SNPs po-
dem modificar ou romper sitios de ligacdo de miRNAs [Lu & Clark, 2012]. Adicionalmente, uma
vez que miRNAs podem se ligar em outras regides distintas da 3’UTR, codificadoras ou ndo, trans-
critas ou ndo (revisado na sec¢ao 2.3), SNPs nestas regides podem também interferir em seus sitios de

ligacdo.
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2.3 MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs) possuem um importante papel de regulacdo em muitos organismos eu-
cariotos. Foram inicialmente reportados em Caenorhabditis elegans durante estudos com estagios do
desenvolvimento larval [Lee ef al., 1993]. Entretanto, ja estdo descritos em muitos outros organismos
(Brennecke et al. [2003]; Lagos-Quintana et al. [2003]; Lai et al. [2003]; Lim et al. [2003]; Reinhart
et al. [2002]; Sempere et al. [2003]). Muitos destes miRNAs sdo conservados filogeneticamente,

enquanto outros sio espécie-especificos (Lagos-Quintana et al. [2002]; Pasquinelli et al. [2000]).

2.3.1| Biogénese dos microRNAs

Em animais os genes de miRNAs podem tanto ser expressos individualmente como também em
pequenos grupos de 2 a 7 genes (Figura 2.3) (Bartel [2009]; Baskerville & Bartel [2005]; Lau et al.
[2001]; Lee et al. [2002]). Estes genes sdo sintetizados pelas enzimas RNA polimerase II e III (Bor-
chert et al. [2006]; Lee et al. [2004]). Podem ainda ter origem a partir de introns de genes codifica-
dores de proteinas, introns e éxons de genes nao codificadores [Rodriguez et al., 2004], ou mesmo a
partir da regido 3’ UTR de genes codificadores de proteinas [Cai et al., 2004].

A sintese de miRNAs ocorre de maneira diferente em plantas e animais. Em plantas o processo
ocorre inteiramente no interior do nicleo, desde o processamento do transcrito primdrio até a formacao
da sua sequéncia madura, que € a forma ativa. J4 em animais a sintese ocorre no nucleo a partir de um
longo transcrito primario, representado pelo Pri-miRNA na Figura 2.3 e que apresenta uma estrutura
de um ou mais grampos. Este transcrito € entdo pré-processado pela enzima Drosha gerando um ou
mais Pré-miRNA com tamanho aproximado de 70 nts, em estrutura de um grampo. O Pré-miRNA ¢é
entdo transportado para o citoplasma através de particulas ribonucleoproteicas (Exportina 5), onde é
processado pelo complexo enzimético Dicer, que elimina a estrutura de grampo, abre a fita dupla de
RNA e gera duas sequéncias simples de miRNAs. Cada sequéncia gerada tem em média 22 nts de
comprimento e geralmente apenas uma € ativa e a outra é degradada, mas em alguns casos, ambas sdao

funcionais (Bohnsack er al. [2004]; Lee et al. [2002]; Lund et al. [2004]; Yi et al. [2003]; Zeng &
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Figura 2.3: Biogénese de miRNAs em animais. Adaptado de[Oliveira-Carvalho T AL., 2012]

Cullen [2003]). A sequéncia madura € a forma ativa do miRNA, aquela que desempenha a regulagao

sobre os genes alvos.

Nomenclatura dos microRNAs

A atribui¢ao do nome para um miRNA ocorre depois que este miRNA ja foi validado experimen-
talmente e possui uma publicacdo relacionada. Basicamente a nomenclatura utilizada para nomear os
miRNAs contém: um cédigo que indica a espécie de origem, a informagdo sobre o tipo de sequén-
cia (informando se € a sequéncia precursora ou madura) e a origem da sequéncia no processo de
biogénese.

Utilizando como exemplo um miRNA identificado em Homo sapiens (Figura 2.4), o hsa indica a
espécie (Homo sapiens). O prefixo mir com a letra ’r’ mindscula indica que a sequéncia ¢ um Pré-
miRNA e portanto ndo € a forma madura, j4 o prefixo miR com a letra 'R’ maidscula indica que € uma
sequéncia madura. Embora a sequéncia madura seja a forma ativa do miRNA, também sdao nomeadas
e estdo disponiveis no banco de dados de miRNAs as suas formas precursoras (miRBase). O dltimo
campo contém a origem da sequéncia. Esta origem € atribuida em fun¢do da sequéncia precursora do

miRNA, por ser uma dupla fita, pode dar origem a uma ou duas sequéncias funcionais. Neste caso,
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cada sequéncia funcional vai ter origem de uma extremidade da fita, podendo ser da porcdo 3° (3p)
ou 5’ (5p) (Figura 2.5a). Esta é a nomeclatura atualmente utilizada para a origem da sequéncia, no
entanto ela € sucessora do uso do asterisco (*), que era utilizada para indicar a forma menos frequente
quando as duas sequéncias do miRNA sdo funcionais (Figura 2.5a).

MiRNAs altamente relacionados (com sequéncias altamente simulares) sdo agrupados em familias
de acordo com a sua sequéncia precursora. No exemplo mencionado da Figura 2.5, o cddigo da
familia é mostrado pelo miR-24, sendo as formas maduras miR-24-3p, miR-24-1-5p e miR-24-2-5p
todos membros da mesma familia e diferentes em apenas alguns nucleotideos [Griffiths-Jones, 2004].
Letras também podem ser utilizadas, como por exemplo a familia hsa-miR-121, na qual os miRNAs
maduros hsa-miR-121a e hsa-miR-121b sdo expressos dos precursores hsa-mir-121a e hsa-mir-121b,

respectivamente.

Pareamento do microRNA com o sitio alvo

Para que a sequéncia madura do miRNA possa se ligar a sequéncia alvo e efetuar a regulacgao, pri-
meiro ela deve ser reconhecida por um complexo proteico de acdo reguladora chamado RISC (RNA-
Induced Silencing Complex) [Lee et al., 2003]. O complexo RISC possui como principal elemento
catalitico as proteinas da familia Argonauta (Ago), ja observado mediando a regulacao de varios sitios
alvos. Em especial as proteinas argonautas t€m permitido a identificagao de novas vias de regulacdo

por miRNAs (descritas na subse¢do 2.3.4).

hsa-miR-24-3p

/

Espécie Origem na biogénese

miRNA maduro

Figura 2.4: Nomenclatura de miRNAs.
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Em plantas, o pareamento do miRNA com o sitio alvo ocorre geralmente através de uma per-
feita complementaridade facilitando estudos computacionais de predicao de genes alvos [Dai & Zhao,
2011]. J4 em animais a complementaridade perfeita é incomum enquanto o pareamento imperfeito
ocorre frequentemente, permitindo que um miRNA possa se ligar a diferentes sequéncias. Assim, um
mesmo miRNA pode se ligar em diferentes regides de um mesmo alvo, bem como, um gene ou RNA
pode ser alvo de varios miRNAs (Ambros [2003]; Baskerville & Bartel [2005]; Reinhart et al. [2002];
Vella et al. [2004]). Tal fato requer sofisticadas ferramentas para predicdo de alvos de miRNAs em
animais.

Inicialmente em estudos experimentais realizados para analisar a relacdo do pareamento e a efe-
tividade da regulagc@o, observou-se que existe uma correlacdo entre a efetividade e a energia livre
da ligacdo do alvo com uma pequena regido do pareamento chamada de semente (seed) [Doench
& Sharp, 2004]. Trata-se de uma regido com pareamento Watson-Crick (A-U, C-G) entre as duas
moléculas, localizada a partir da extremidade 5° do miRNA, entre as posi¢des 1-8 do mesmo. Esta
regido € extremamente conservada filogeneticamente entre miRNAs de uma mesma familia. Em ou-

tros estudos mostrou-se que ¢é através da regidao seed que o complexo RISC faz o reconhecimento do

a) Sequéncia madura do miRNA b)
hsa-miR-24-1-5p
Numero de
gEa=30 MINGTCERRETS Sequéncias maduras do
ID hsa-miR-24-1-5p miR-24, membros da
_ mesma familia.
ID anterior hsa-miR-18% hsa-miR-24- 1*
Sequéncia ugccuacugageugauaucag
miR-24-1-5p
miR-24-3p
g g a ua ucuca . .
s IR e
DISCEISSE gagg ca gga gacuugacu gguca u lTliR-24'2'5P
a 4 L =C cacau
miR-24-1-3p

Figura 2.5: Nomenclatura de sequéncias maduras e de familias de miRNAs.
a) sequéncia madura do miRNA miR-24-1-5p. A sequéncia precursora mostra a ori-
gem das duas sequéncias maduras desse miRNA. A extensdo 5p usada para a sequén-
cia gerada a partir da extremidade 5’ e 3p para sequéncia gerada a partir da ex-
tremidade 3’. O circulo vermelho destaca a nomenclatura em asterisco **’ utilizada
anteriormente.
b) miRNAs membros de uma mesma familia. Fonte: miRBase [Griffiths-Jones, 2006].
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Figura 2.6: Pareamento estritamente perfeito da regido seed com o sitio alvo no primeiro quadro

e da regido 3’ do miRNA compensando o pareamento imperfeito com a seed. Adaptado
de:[Brennecke ET AL., 2005]

sitio alvo (Lewis et al. [2003]; Rajewsky & Socci [2004]; Stark ef al. [2003]). Hoje ja se sabe que
nao somente esta regido € fundamental para o pareamento, mas ao invés disso, pareamentos ocorridos
na extremidade 3’ do miRNA podem compensar pareamentos imperfeitos com a seed. A Figura 2.6
mostra pareamentos nestas duas regides.

O primeiro tipo de pareamento observado entre a seed e o sitio alvo ocorre através de uma comple-
mentaridade perfeita entre todas as bases. Entretanto, pareamentos imperfeitos nessa regido, incluindo
aqueles entre as bases G:U ([Doench & Sharp, 2004]), também sao identificados pelo complexo RISC
como funcionais. Este tltimo é conhecido como nio estritamente perfeito (Johnston & Hobert [2003];
Moss et al. [1997]).

Considerando o pareamento perfeito, dependendo da configuracdo do pareamento entre as posi-

¢oes de 1 a 8 do miRNA com o sitio alvo (Figura 2.7), a seed pode ocorrer de 4 diferentes maneiras:
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bmer, 7mer-Al, 7mer-m8 e 8mer [Lewis ef al., 2005]. Uma caracteristica comum dessas 4 maneiras
€ que todas conservam o pareamento de pelo menos 6 pares de bases (pb) entre as posicdes 2—7 do
miRNA. A regido 7mer-A1l conserva o pareamento de 6 pb e ainda possui uma adenina (A) na po-
sicdo 1 do miRNA. A seed 7mer-m8 possui, além dos 6 pb, um pareamento com o alvo na posi¢cdo
8. A regido 8mer apresenta o pareamento 6mer mais uma adenina na posi¢cdo 1 e um pareamento na
posicdo 8 do alvo. E por fim, a regido 6mer possui somente o pareamento de 6 pb [Grimson ef al.,
2007].

Medir o nivel de eficiéncia de cada um destes tipos de seed ndo € uma tarefa facil. Entre-
tanto alguns estudos experimentais conseguiram identificar uma hierarquia de eficiéncia relativa entre
elas: 8mer > 7mer-m8 > 7mer-Al > 6mer, onde ‘>’ indica a relagdo de ‘apresenta eficiéncia maior
que’(Bartel [2009]; Hammell et al. [2008]).

Ainda que a presenca de uma possivel seed seja em si uma forte caracteristica utilizada na predi-
¢ao de sitios alvos de um dado miRNA, ela ndo garante alvos funcionais. Além disso, existem outras
caracteristicas que contribuem na ligagdo como o pareamento da extremidade 3’ do miRNA com o
alvo, que pode compensar pareamentos imperfeitos com a seed (Brennecke et al. [2005]; Doench &
Sharp [2004]) e a acessibilidade do sitio alvo, que inclui entre outras: a energia livre gerada no parea-
mento do miRNA com o sitio alvo, uma caracteristica que permite medir a espontaneidade da ligacao
e a presenc¢a de uma regido nucleotidica rica em AU que reside preferencialmente ao redor de sitios

efetivos [Grimson et al., 2007].

87654 321 (alvo)
5'-ACAUUCCA-3' 8mer

ACAUUCC 7mer-m8
CAUUCCA 7mer-Al
CAUUCC emer

3-AAUGUAUGAAGAAAUGUAAGGU-5" miRNA
87654321 (MRNA)

Figura 2.7: Descricdo dos diferentes tipos de seed observados no pareamento de um miRNAs com
o sitio alvo em animais. Adaptado de: http://hollywood.mit.edu/
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2.3.4| Formas de regulacao

A complementaridade perfeita do miRNA com o sitio alvo implica geralmente na clivagem e o
enfraquecimento da sequéncia alvo [Valencia-Sanchez et al., 2006]. J4 o pareamento imperfeito, pode
levar a regulacdo positiva ou negativa através de vias pré ou pds-transcricionais como descritas abaixo.

Em eucariotos a mais conhecida via de regulacdo por miRNAs ocorre pds-transcricionalmente
com regulacdo negativa de genes codificadores de proteinas. Neste processo, mesmo apos ter sido
transcrito, o gene tem sua traducao reprimida pela acdo do miRNA que se liga na extremidade 3’UTR
da sua sequéncia de mRNA. Este processo, além de reprimir a tradu¢do também leva a desestabiliza-
¢do do gene alvo [Jackson et al., 2010].

A ativacdo da traducdo foi observada tanto por miRNAs se ligando a 3’UTR como a 5’UTR.
Como exemplo o0 miR-369-3p e miR-206, que se ligam a 3’UTR e ativam a traduc¢do das sequéncias
de mRNA dos genes TNFa e KLF4 respectivamente, ambos genes envolvidos na quiescéncia celular
em mamiferos (Lin et al. [2011]; Vasudevan et al. [2007]). Um outro exemplo de ativacdo da tradugao
ocorre em tipos celulares especificos, como observado pelo miR-122 que € um miRNA especifico do
figado e estimula a tradugdo da sequéncia de RNA do virus da Hepatite C através da ligacao direta em
dois sitios alvos na regido S’UTR [Henke et al., 2008].

Uma outra via de regulacdo por miRNAs ocorre através da sua ligacdo a regides de sequéncias
codificadoras de proteinas (Coding Sequence - CDS). A ligacdo a CDS € mais comum em plantas, no
entanto foi observada em humanos pela familia do miR-148 regulando a traducdo do gene Dnmit3b
(DNA methyltransterase 3b). Um dos sitios alvos do miR-148 é conservado evolutivamente em trés
de quatro variantes de splicing deste gene (Dnmt3bl, Dnmt3b2 e Dnmt3b4) [Duursma et al., 2008].
Assim, o variante de Dnmt3b3 tem sua traducao aumentada em relagdo as outras variantes. O gene
Dnmt3b estd envolvido na metilagdo do DNA, que € uma modifica¢io epigenética que pode envolver
o silenciamento génico, remodelagem da cromatina e estabilidade gendmica [Jones & Baylin, 2007].
O miRNA agindo via CDS contribui para a regulagao especifica de variantes de splicing.

MiRNAs também regulam sequéncias de DNA pela sua ligacdo a regido promotora do gene. Essa

ligacdo pode induzir ao silenciamento génico via pré-transcricional como exemplificado pelo miR-
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138 e miR-27a envolvidos na regulagdo do gene MDR1. Neste exemplo, o miRNA pode agir direta
ou indiretamente sobre o sitio do promotor. O mecanismo de regulacio do DNA por miRNAs ocorre
através da importacdo da maquinaria de regulacdo do miRNA presente no citoplasma para dentro do
nucleo da célula. Este processo foi observado em células de adenocarcinoma de cérvix (HeLa), uma
linhagem celular bastante utilizada na comunidade cientifica, onde foi observado a translocagdo da
Ago2 para dentro do nucleo pela proteina de transmembrana Importin 8. Com isso, mostrou-se que a
Importin 8 € essencial no silenciamento génico como cofator da proteina Ago2 que faz a mediacao da
regulacdo [Weinmann et al., 2009]. O mecanismo de regulacdo direta envolve a proteina Ago2 trans-
locada do citoplasma, que conduz o miRNA a se ligar a uma fita simples do DNA obtida durante a
bolha de transcricdo, uma etapa em que o promotor estd ativo. J4 a regulacao indireta esta relacionada
a estabilizagdo de um triplex de sequéncias. Neste ultimo caso, a Ago2 leva o miRNA a inativar a
sequéncia do promotor através da sua ligacdo a dupla fita de DNA. Em ambos os casos a RNA poli-
merase I é impedida de efetuar a transcricdo. A proteina codificada pelo gene exemplificado MDR1
estd envolvida na resisténcia a multidrogas, frequentemente observada mediando o desenvolvimento
de resisténcia a drogas anticancer [Toscano-Garibay & Aquino-Jarquin, 2012].

Em um outro exemplo de regulacao por miRNAs ligados a regido promotora, a expressao génica
¢ ativada em um fendmeno chamado de ativacdo de RNA (regulacio positiva por miRNAs). Tal fato
foi observado pelos miRNAs miR-744 e miR-1186 ligados ao promotor do gene Ccnbl (Cyclin B1)
[Huang et al., 2012]. O produto deste gene é uma proteina reguladora envolvida no processo de
mitose.

Diferente da regulacdo de DNA e mRNAs, os miRNAs também podem se ligar em sequéncias de
outros RNA ndo codificadores, inclusive que servem de substrato para biogénese de miRNAs, como
observado em C. elegans pelo miRNA let-7. Neste caso, a proteina argonauta foi observada se ligando
em um sitio especifico da extremidade 3’ do let-7 (a extremidade oposta da regido seed), promovendo
eventos de processamento a jusante. Este fato amplia ainda mais as formas de regulacao por miRNAs,
bem como o papel da argonauta nessa autoregulacao de miRNAs [Zisoulis et al., 2012].

Desta forma, os miRNAs podem atuar ativando ou reprimindo tanto a transcri¢do como a traducao,

podendo se ligar em regides codificantes ou nao, nos RNAs ou no DNA. Além disso, estdo envolvidos
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em uma ampla gama de processos bioldgicos como a diferenciagdo [Chen et al., 2004], proliferagao
e morte celular (Frankel et al. [2008]; Si et al. [2006]). Consequentemente, um mau funcionamento

na regulacdo por miRNAs pode estar associado com doencas [Biissing et al., 2008].

2.4| Predicao computacional de alvos de microRNAs

Existem vérias ferramentas disponiveis para predi¢cdo de alvos de miRNAs. Tais ferramentas

podem ser distinguidas através de algumas caracteristicas utilizadas na predicao de alvos.

Caracteristicas do pareamento miRNAs-alvo

Conservacao evolutiva

Na regido seed estio pareados apenas alguns poucos nucleotideos e como consequéncia deste fato
sdo preditos muitos alvos falsos-positivos. Uma forma de melhorar a especificidade dos resultados de
predicdo € selecionar apenas alvos evolutivamente conservados, como mostrado na Figura 2.8.

Pelo fato de muitos miRNAs e seus alvos serem conservados evolutivamente, algumas estratégias
de predicao de sitios alvos exigem a presenga dessa caracteristica (Friedman et al. [2009]; Lall et al.
[2006]; Lewis et al. [2005]). A vantagem de utilizar essa restri¢do € reduzir o nimero de resultados
falsos-positivos. No entanto, esta estratégia deixa de recuperar por exemplo os resultados espécie-

especificos (Care et al. [2007]; Lu et al. [2008]; Yang et al. [2007]).

Pareamento com a seed

Como descrito na subsecdo 2.3.3, a seed € uma regido importante para o reconhecimento do
miRNA pelo complexo RISC no processo de regulacido. Esta regido pode ocorrer perfeitamente ou
imperfeitamente pareada com o sitio alvo e ainda assim ser efetiva no processo de regulagdo. A
vantagem de se usar diferentes tipos de regido seed € possuir um maior controle de especificidade da
predicdo. A seed 8mer € mais rara de se encontrar ao acaso do que a bmer e, portanto, procurar apenas

por seed 8mer contribui para uma maior especificidade. No entanto, a predicao terd uma sensibilidade
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prejudicada, uma vez que alvos funcionais com os outros tipos de seed ndo serdo encontrados. Por

outro lado, aceitar outros tipos de seed aumenta a sensibilidade mas diminui a especificidade.

Acessibilidade e contexto do sitio alvo

Para que o sitio alvo possa ser reconhecido pelo complexo RISC e a ligacdo seja feita, a estrutura
secunddria da molécula alvo deve ser tal que permita que a regido do sitio esteja acessivel. Também foi
identificado uma composi¢do nucleotidica rica em AU localizada em aproximadamente 30 nts antes e
depois do sitio alvo e o posicionamento do sitio a uma distancia de pelo menos 15 nts apds o cédon

de parada (para alvos na 3’UTR de mRNAs) [Grimson et al., 2007].

Nuamero e proximidade de sitios alvos

Uma mesma molécula de RNA ou um trecho de DNA pode possuir vérios sitios de miRNAs [John
et al., 2004]. Foi observado que a presencga desses multiplos sitios tende a apresentar maior eficiéncia
na regulacdo comparado a sitios tnicos. No entanto, para serem efetivos estes multiplos sitios devem
estar dentro de uma distancia minima. De acordo com S&trom et al. (2007), uma distancia 6tima

esta preferencialmente entre 17 e 35 nts, mas a distancia de 14 e 46 nts também mostrou um aumento

Trecho do alinhamento multiplo da 3'UTR do gene ANKK1 humano (NM_178510),
contendo um sitio de miRNA

e cmcanns Mo ocooooa 23 £ 30........ o.. ..., 53 ) I (10 T
Hsa ACAACULIGGCCAGCCOUGGUGGCUCACCUCUGUAAUCCCAGCACUULGGGAGGCUGAGGCAGGCAGALIC
Ftr ACAACUUGGCCAGGCGUGGUGGCUCACGUCUGUAAUCCCAGCACUUUGGGAGGCUGAGGCAGGCAGALIC
MmL ACAACUUGGCCAGGCGUGGLIGGCUCACGCCUAUAAUCCCAGCACUUUGGGAGGCUCAGGCAGGCAGALIC
LB [ L L LT
T oo
Mmu R T T

hsa-miR-93

Hsa - Humano (Humana)

Ptr - Chipanze (Chipanze)
MmI- Rhesus (Rhesus)
Cga - Bushbaby (Galaga)
Tbe - Treeshrew (Treeshrew)
Mmu - mouse (camundango)

Figura 2.8: Trecho do alinhamento miiltiplo da 3’UTR do gene ANKKI humano, com a regido
seed do miRNA miR-93 se ligando proximo a posicdo 40 da 3’UTR (destacado em
branco). Essa regido estd conservada em Humanos, Chipanzé e Rhesus.
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dessa eficiéncia. A cooperagdo entre mais de um sitio € efetiva para um mesmo miRNA e também

para miRNAs diferentes.

Ferramentas de predicao de alvos de microRNAs

Existem vérias ferramentas de predi¢ao de alvos de miRNAs, contudo uma descri¢ao de cada uma
seria muito extensa e por isso escolheu-se listar algumas delas apontando o uso ou ndo do critério de
conservacao da regido alvo e a disponibilidade para execucao local (Tabela 2.1).

As ferramentas disponiveis ndo aplicam todas as caracteristicas de predi¢ao de alvos mencionadas
na secdo 2.4.1, mas apenas uma ou algumas delas. Em um estudo de revisdo de literatura, Saito &
S@trom (2010) mostram que a comparacao entre as ferramentas de predi¢do € uma dificil tarefa, pois
os genes alvos preditos por elas ndo se sobrepdem muito bem. Além disso, um outro limitante é
a disponibilidade para download das ferramentas, um requesito importante para pesquisadores que
desejam utilizar seus préprios dados de miRNAs e sequéncias alvos, bem como aplicar as predicdes
sobre uma espécie que ndo é padrao das ferramentas. Neste caso, apenas as ferramentas disponiveis
podem ser utilizadas.

Dessa maneira, a escolha de uma ferramenta € feita em funcio das caracteristicas que melhor se
enquadram no estudo em questdo, além de se considerar a disponibilidade para execucdo local. Neste
estudo, os autores apontaram as trés melhores ferramentas quanto ao desempenho de predicoes ja

analisadas, sdo elas: TargetScan, PicTar e miRanda.

2.5| Estudos de SNPs em sitios alvos de microRNAs

O miRNA se liga em um pequeno sitio da sequéncia alvo e qualquer alteragdao nucleotidica que
ocorra neste sitio alvo pode interferir diretamente no pareamento, seja contribuindo ou desfavorecendo
a sua afinidade, ambos diretamente relacionados a efetividade da regulacdo. Neste sentido, tém-
se investigado as implicacdes que polimorfismos de um nucleotideo (SNPs) podem exercer sobre
sitios alvos de miRNAs, uma vez que a sua variacdo alélica pode criar ou romper um sitio alvo ou

ainda interferir na estabilidade da ligacdo. Uma vez que muitos SNPs e miRNAs isoladamente ja
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Tabela 2.1: Lista de ferramentas de predicdo de alvos de miRNAs e algumas caracteristicas.
“conservagdo do sitio alvo. e: sim, ‘-’: ndo.
bdisponibilidade de execucdo local. e:sim, ‘-’ :néo

Ferramenta Conserv® Disp’ Referéncia
TargetScan . . Friedman et al. [2009];
Grimson et al. [2007]; Lewis et al. [2005]
PicTar . i Chen & Rajewsky [2006]; Lall et al. [2006];
Griin et al. [2005]; Krek et al. [2005]
miRanda - ° Betel et al. [2008]; John et al. [2004]

MicroCosm Targets

Griffiths-Jones et al. [2008];
Griffiths-Jones [2006]; Enright et al. [2003]

Kriiger & Rehmsmeier [2006];

RNAhybrid - °
Rehmsmeier et al. [2004]
PITA ) ) Kertesz et al. [2007]
STarMir - - Long et al. [2007]

Rajewsky & Socci

Rajewsky & Socci [2004]

Robins - - Robins et al. [2005]
mirWIP - ° Hammell et al. [2008]
Microlnspector - - Rusinov et al. [2005]
MicroTar - ° Thadani & Tammi [2006]
MirTarget2 ° - Wang & El Naqa [2008]
miTarget - - Kim et al. [2006]
TargetMiner - - Bandyopadhyay & Mitra [2009]
EIMMo - - Gaidatzis et al. [2007]
NbmiRTar - - Yousef et al. [2007]
TargetBoost - - Satrom et al. [2005]
RNA22 - - Miranda et al. [2006]
TargetRank ° - Nielsen et al. [2007]
MovingTarget - - Burgler & Macdonald [2005]

DIANA-microT

Kiriakidou et al. [2004]

foram associados a vdrias doengas, encontrar uma relacdo entre eles pode ajudar na compreensao das

bases moleculares dessas doengas e auxiliar no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e

métodos diagndsticos.

Inicialmente, os recursos computacionais para estudos de SNPs e miRNAs focaram principal-
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mente em SNPs associados a doengas e localizados em sitios alvos de miRNAs preditos na 3’UTR de
mRNAs.

Neste sentido, Ziebarth ef al. (2012) criaram o banco de dados PolymiRTS para disponibilizar
um repertotio de SNPs localizados em sitios alvos de miRNAs. Este banco disponibiliza dados de
humano e camundongo, bem como integra dados de expressao de locos de caracteristicas quantitativas
(eQTLs) junto com resultados de GWAS. Entre as principais caracteristicas do PolymiRTS estdo: 1)
andlise da regiao 3’UTR de mRNAs, 2) uso de genes codificadores associados a doencas humanas, 3)
polimorfismos em sitios alvos de miRNAs validados experimentalmente e 4) SNPs em regido seed.

Em um outro trabalho, Bruno ef al. (2012) desenvolveram o banco de dados miRdSNP, o qual
também disponibiliza dados de SNPs associados as doencas. miRASNP fornece uma fonte de dados
para exploracdo da distancia que estes SNPs estdo de sitios alvos de miRNAs dentro de regides de
3’UTR. Além disso, tais dados estdo disponiveis apenas para a espécie humana.

Liu et al. (2012) desenvolveram o banco de dados MirSNP. Este banco contém informag¢des seme-
lhantes comparado aos anteriores, mas neste caso os dados de eQTL e GWAS podem ser consultados
separadamente. MirSNP difere dos anteriores por disponibilizar dados de SNPs localizados também
em genes de miRNAs.

Também na forma de um banco de dados, Gong et al. (2012) desenvolveram o miRNASNP,
o primeiro recurso computacional a disponibilizar dados de SNPs criando sitios alvos de miRNAs.
No entanto, o resultado ndo detalha as condicdes obtidas de todos os alelos. Ademais, os dados
disponibilizados sao restritos a 3’UTR de mRNAs e os SNPs localizados no interior da regiao seed.

Diferente dos trabalhos anteriores, Barenboim ef al. (2010) desenvolveram uma ferramenta web
chamada MicroSNiPer. Esta ferramenta disponibiliza a busca por SNPs que estdo localizados na
regido seed dos miRNAs baseando-se nos critérios de alvos em 3’UTR de mRNAs. Embora permita
a execucdo de novas buscas de pares SNP-miRNAs, MicroSNiPer nio esté disponivel para execucdes
locais e € restrito para Homo sapiens € Mus musculus.

Em resumo, os estudos realizados até o momento no sentido de identificar SNPs interferindo em
alvos de miRNAs assumem apenas o mecanismo de regulacdo negativa de tradu¢do por miRNAs,

assumindo que os sitios dos miRNAs estejam nas regides 3° UTR de mRNAs. Nenhum dos recursos
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estd disponivel para execugdo local de novas predicoes de sitios alvos de miRNAs.

O fato é que foram descobertas novas vias de regulacdo por miRNAs e formas alternativas do
pareamentos entre 0 miRNA e o sitio alvo e, portanto, um sitio alvo de miRNA pode ser alterado tanto
pela variacao alélica de um SNP, quanto pela combina¢do de mais de um alelo, como pode ocorrer
quando SNPs vizinhos estdo localizados em um mesmo sitio alvo. No entanto, os atuais recursos
computacionas ndo mostram possiveis combinacdes alélicas de varios SNPs localizados dentro de
um mesmo sitio. Além disso, os resultados obtidos a partir dessas fontes atualmente disponiveis nao
incluem dados das novas formas de regulacdo e pareamentos de miRNAs, como também nido mostram
a implicacdo da variacao alélica do SNP sobre cada sitio alvo, dado que um alelo pode criar um novo
sitio enquanto o outro pode romper um sitio previamente existente ou ao invés disso, a variacdo
alélica do SNP pode interferir na estabilidade do pareamento levando a maior ou menor efetividade
de regulacdo. Tais andlises somente sdo possiveis quando se tém os resultados de predi¢ao para cada
alelo do SNP. Por fim, os recursos disponiveis atualmente sdo restritos a humano e camundongo,

embora os miRNAs j4 tenham sido observados em muitos outros eucariotos.

2.6 Doencas complexas e esquizofrenia

Doencas humanas sofrem interferéncia de fatores genéticos. As doencas de forma geral s@o cate-
gorizadas como simples ou complexas. Enquanto nas doencgas simples o fendtipo esté relacionado a
acdo de apenas um gene, nas complexas o fendtipo € o resultado da interacao de vérios genes, dai sua
classificacdo como poligé€nica, além da interferéncia de fatores ndo genéticos relacionados ao meio
ambiente.

Enquanto nas doencas simples o padrdo de heranga genética € facilmente definido como men-
deliano, ou seja, apenas um gene € responsavel pela transmissdo hereditaria do conteudo genético
responsdvel pela doenca, em doengas complexas € mais dificil estabelecer este padrao de heranga,
pois ndo somente estdo envolvidos varios genes como também estdo envolvidos alguns fatores ndo
genéticos. Isso significa que embora o individuo contenha predisposi¢ao genética a uma doenga, o

produto dos genes (expressdo génica) relacionados estardo ainda sob influéncia de fatores ndao genéti-
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cos, que entdo combinados, exibirdo o fendtipo suscetivel. Neste grupo de doengas complexas estdo
inclusas: cancer, asma, diabetes e a maioria das doencas psiquidtricas como Parkinson, Alzheimer e
esquizofrenia [Hunter, 2005].

Esquizofrenia é um transtorno psiquidtrico de grande impacto social e que afeta aproximadamente
uma a cada cem pessoas no mundo [McGrath et al., 2008]. Estudos realizados com gémeos mono-
zigéticos representam a principal evidéncia da influéncia ndo genética para a doenga. Considerando
dois irmaos gémeos monozigdticos, seria esperado que ambos apresentassem igualmente a expressao
do fenétipo, quando um deles € afetado. O fato € que ocorrem casos em que somente um deles € afe-
tado, mostrando que uma parte da influéncia € decorrente de fatores ndo genéticos. Em esquizofrenia,
os padrdes de heranca genética sdo varidveis e nao consistentes com os tragos de doencas mendelianas
[Harrison & Weinberger, 2005].

A herdabilidade de esquizofrenia é de aproximadamente 80%, valor que indica que a sua causa €
pelo menos parcialmente decorrente de fatores genéticos [Sullivan, 2005]. Mesmo essa porcentagem
sendo alta, muitos dos seus componentes genéticos ainda continuam sendo identificados. Dados gera-
dos a partir de estudos de associagdo sobre todo o genoma (Genome Wide Association Study - GWAS)
em esquizofrenia mostram que os SNPs comuns correspondem a 23% da variagdo de suscetibilidade
em esquizofrenia [Lee et al., 2012].

Uma alternativa para recuperar os resultados estatisticamente mais relacionados em cada caso em
particular sdo os estudos de meta-andlise. O termo meta-andlise foi inicialmente definido por Glass
(1976), como uma andlise de integragdo (estatistica) de uma grande colecao de resultados de andlises

individuais. Dessa maneira € possivel obter os resultados de meta-andlise de GWAS.



Capitulo 3

Objetivos

objetivo geral deste trabalho foi implementar uma ferramenta computacional para identificar
O polimorfismos de um nucleotideo (SNPs) que, através de sua variacao alélica, interferem em
sitios alvos de miRNAs, preencheendo as lacunas dos recursos computacionais existentes no estudo
de SNPs em sitios alvos de miRNAs.

Como objetivos especificos tem-se:
a- Desenvolver uma ferramenta computacional capaz de:

1) analisar SNPs localizados em RNAs ou em qualquer regido gendmica;

i1) analisar os efeitos de todas as combinacdes alélicas de SNPs proximos localizados em um

mesmo sitio alvo;
iii) identificar o efeito do SNP mesmo quando fora da regido seed,
iv) gerar os resultados para cada alelo dos SNPs identificados no item a-i;

v) ser aplicada a qualquer espécie desde que o usudrio forneca certos arquivos especificos da

espécie de interesse;
b- Disponibilizar a ferramenta para execugdes locais como um programa open-source;

c- Exemplificar a utiliza¢do da ferramenta através de sua aplicacdo em dados de esquizofrenia.

23



Capitulo 4

Metodologia

E

sTE capitulo descreve as caracteristicas da ferramenta SIMTar desenvolvida neste trabalho, bem

como a sua estrutura e implementacdo. Ademais também descreve a obtencdo dos dados de

SNPs associados a esquizofrenia e sua utilizagdo como estudo de caso da ferramenta.

4.1

Caracteristicas da ferramenta SIMTar

SIMTar (SNPs Interfering in MicroRNA Targets) é uma ferramenta para a predi¢do de SNPs

interferindo em sitios alvos de miRNAs. Assim, a fim de superar as limitagdes dos atuais recursos

computacionais nesta area, SIMTar foi concebido de forma a apresentar as seguintes caracteristicas:

¢ Diferentes abordagens na predicao de sitios alvos de miRNAs:

Na etapa de predicdo de sitios alvos de miRNAs, SIMTar utiliza duas ferramentas ja existentes.

Na escolha das ferramentas objetivou-se disponibilizar ao usudrio mais de uma abordagem de pre-

dicdo. As trés ferramentas identificadas com melhor desempenho no trabalho de Saito & S@trom

(2010) sao: TargetScan, PicTar e miRanda. TargetScan e PicTar utilizam a caracteristica de con-

servagdo evolutiva do sitio alvo como critério de execucao, diferente da ferramenta miRanda que

€ capaz de analisar regides ndo necessariamente conservadas permitindo assim a identificacao de

alvos espécie-especifico. Quanto a disponibilidade, apenas TargetScan e miRanda possuem c6digo

24
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aberto. Assim, TargetScan e miRanda foram selecionadas para serem utilizadas por SIMTar.

A ferramenta MiRanda € composta de um programa executdvel e TargetScan é composto de trés

programas executaveis. Cada ferramenta faz uso de alguns critérios para predi¢do de sitios alvos.

MiRanda considerada os valores de escore e energia-livre. O escore é o valor dado em func¢ao da
complementaridade de bases do miRNA com a sequéncia alvo e a energia-livre é calculada a partir

desse pareamento.

Para o TargetScan sdo considerados: a) a probabilidade de conservagdo evolutiva do alvo (proba-
bility of conserved targeting — pct), b) valor de contexto do sitio alvo (context score) e c) o tipo
da regido seed. Valores de pct proximos de 1 indicam alvos mais conservados (para mais detalhes
ver Friedman et al. (2009)). O valor de contexto do sitio alvo (context score) considera o tipo do
sitio (relacionado ao tipo da seed), contetido de bases AU ao redor do sitio predito e contribui¢ao

de posi¢do em relag@o a outros sitios preditos.

Por fim, para o tipo da regido seed TargetScan utiliza ‘l1a’ para 7mer-1a, ‘m8’ para 7mer-m8 e

8mer.

e Predicao de sitios alvos de miRNAs em regioes de SNPs ao invés de simples deteccao de SNPs

em potenciais regioes seed:

Para cada SNP, uma janela centrada na sua posicao, por padrdo de 25 nt para ambos os lados, define
a sequéncia que ird ser analisada pelas ferramentas de predi¢dao de alvos de miRNAs. Atualmente,

o usudrio pode escolher por uma ou as duas ferramentas disponiveis: miRanda e TargetScan.

¢ Anadlise de todos os alelos, incluindo a combinacao deles quando mais de um SNP esta proximo

um do outro:

Para cada SNP, uma sequéncia para cada alelo € analisada pelas ferramentas de predi¢do de alvos
de miRNAs e SIMTar reporta o efeito desse alelo sobre o sitio alvo predito. Quando mais de um
SNP esta presente na janela, sequéncias contendo todas as combinagdes alélicas de todos os SNPs

sdo geradas e analisadas.



4.2. ESTRUTURA DO SIMTAR 26

o SNPs localizados em RNA ou DNA:

O usudrio pode restringir a andlise de SNPs localizados apenas em sequéncias de RNA, incluindo
mRNA e RNAs ndo codificadores. Neste caso, SIMTar constroi a janela ao redor de cada SNP
considerando somente regidoes de éxons, permitindo a andlise sobre todas as possiveis variantes de
splicing dessa regido. Se por outro lado o usudrio tiver interesse em investigar miRNAs se ligando
em DNA, a janela de predicao circundante do SNP ira ser construida sobre a sequéncia gendmica e

nao somente em regides de éxons.

e Independéncia da espécie:

Embora os parametros padrdes sejam para analisar SNPs humanos, SIMTar pode ser aplicado para
qualquer espécie, desde que o usudrio configure os locais dos arquivos especificos na entrada da
ferramenta. Um programa foi também desenvolvido para auxiliar o usudrio a obter um desses
arquivos, o de mapeamento gendmico de RNAs. A lista desses arquivos assim como o uso de

programas auxiliares estao descritos no tutorial do SIMTar.

4.2 Estrutura do SIMTar

SIMTar esta estruturado como um workflow composto por médulos, dos quais alguns s@o especificos
para as ferramentas de predi¢do de alvos de miRNAs. A Figura 4.1 mostra como estes modulos estao
estruturados e abaixo sdo descritas as atividades executadas por cada um. A unica entrada obrigatdria

¢ um arquivo contendo a lista dos SNPs a serem analisados.

a) Obtencao das coordenadas genémicas dos SNPs:

A primeira etapa € a obten¢do das coordenadas gendmicas de todos os SNPs dados pelo usudrio (Fi-
gura 4.1a). Cada SNP da lista do usudrio deve estar representado pelo seu identificador da sequén-
cia de referéncia (reference sequence — rs). Assim, para cada SNP o médulo generateSNPGFF
recupera a partir do dbSNP: o nome do cromossomo no qual estd localizado, a sua posi¢do no

cromossomo e variagao alélica.
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Figura 4.1: Estrutura da ferramenta SIMTar.
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b)

9

Essas informacdes sdo armazenadas em arquivos no formato GFF (Generic Feature Format) (http:

//www.sanger.ac.uk/resources/software/gff/spec.html).

Construcao das coordenadas das janelas a serem analisadas:

A préxima etapa € a construcao das coordenadas das janelas sobre as sequéncias alvos a serem
analisadas pelos preditores de sitios alvos de miRNAs (Figura 4.1b). Essa janela é definida por
um nimero de bases a esquerda e a direita do SNP (parametro length com valor padrio igual a
25 para ambos os lados). Se o usudrio escolher analisar SNPs em potenciais sitios no DNA, o
moédulo GenerateGenomicSNPWindowsGFF define as janelas que circundam a posicdo do SNP

nas sequéncias gendmicas das duas fitas, independente da presenga ou nao de éxons na regiao.

Se o usuario escolher analisar SNPs localizados somente em RNAs, o médulo GenerateRNA-
SNPWindowsGFF define as coordenadas das janelas considerando somente regides de éxon. Isso
significa que haverd uma janela de andlise para cada isoforma de RNA contendo aquele determi-
nado SNP'. Isso ¢ feito baseando-se em um arquivo GFF contendo as coordenadas gendmicas de
todos os genes da espécie que estd sendo analisada. Como padrao € utilizado um arquivo contendo
as coordenadas dos genes humanos baseados na montagem hg19 GRCh37 do genoma, disponibi-
lizado com o programa SIMTar. No entanto, caso o usudrio queira utilizar o SIMTar para anélise
de SNPs em outras espécies, SIMTar também disponibiliza um programa auxiliar para gerar as
coordenadas gendmicas de cada gene da espécie de referéncia. Este programa, desenvolvido neste
projeto, utiliza a ferramenta BLAT [Kent, 2002] para realizar o mapeamento das sequéncias dos
RNAs a partir das sequéncias FASTA dos RNAs e das sequéncias genomicas da espécie de refe-

réncia.

Para ambos os casos, andlise de alvos em DNA ou RNA, os programas utilizados na constru¢do das
coordenadas das janelas de predicdo também verificam a existéncia de mais de um SNP localizado
dentro de uma determinada janela, para posterior combinac¢do de alelos. Todas essas informagdes

sdao armazenadas em um novo arquivo em formato GFF.

MiRanda - preparacao dos dados e execucao:

IDiferentemente da andlise de DNA, a anilise de RNA s6 analisa a fita que contém um transcrito.
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d)

Na etapa representada pela Figura 4.1c ocorre o processamento dos dados de entrada para a fer-
ramenta miRanda bem como a sua execu¢do. MiRanda utiliza o formato FASTA como entrada
para ambas as sequéncias, do alvo e do miRNA. O médulo GetWindowFastaSequence utiliza
o arquivo GFF com as coordenadas das janelas vindo do mddulo anterior € um arquivo FASTA
para obtencao de cada sequéncia alvo. No caso de andlise de SNPs gendmicos, o arquivo FASTA
deve conter as sequéncias gendmicas da espécie sendo analisada'. No caso de andlise de SNPs
localizados em RNAs, recomenda-se que o arquivo FASTA seja composto por sequéncias RefSeq
de RNASs? [Pruitt et al., 2009]. O médulo GetMirnaFasta recupera todas as sequéncias FASTA
de miRNAs maduros da espécie sendo analisada e que estdo disponiveis no banco de dados miR-
Base ou somente um subgrupo delas, caso o usudrio defina que deseja analisar apenas uma lista
de miRNAs (lista passada por parametro). Assim, as sequéncias alvos geradas e as sequéncias dos
miRNAs sdo utilizadas na chamada do programa miRanda (MiRandaExecution). O resultado do
miRanda é processado pelo médulo ParserMiRandaOutput, com o objetivo de selecionar apenas
aqueles resultados com valores de escore e energia-livre acima de um certo limiar, definidos pelo
usudrio. Como padrdo sao utilizados os valores ‘90’ para escore e ‘-17’ para energia-livre, valores
estes definidos pelos autores do miRanda para predicdo de sitios de microRNAs em sequéncias

humanas [John et al., 2004].

TargetScan — preparacao dos dados e execucao:

Esta etapa estd representada na Figura 4.1d. Os moddulos TargetScanGenerateMatureMirnas
e TargetScanGenerateMatureMirnasSeeds geram os arquivos de miRNAs nos formatos exi-
gidos pela ferramenta TargetScan, os quais incluem informagdes de seed e de taxonomia da espé-
cie do miRNA. TargetScan recebe como entrada da sequéncia alvo um alinhamento multiplo de
sequéncias de vdrias espécies, que entdo permite analisar a conservagdo evolutiva do sitio alvo.
Dessa maneira, SIMTar deve gerar um alinhamento multiplo para cada sequéncia alvo a ser anali-
sada. Primeiro SIMTar gera uma sequéncia de alinhamento multiplo para cada janela de um SNP

e ndo ainda para cada alelo. Para isso, 0 médulo TargetScanGenerateSNPWindowAlignment

!Como padrio, SIMTar disponibiliza e utiliza a versdo hg19 GRCh37 do genoma humano.
2Como padrio, SIMTar disponibiliza e utiliza sequéncias de RNAs humanos obtidos do RefSeq versio 46.
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1€ um arquivo de alinhamento multiplo da espécie sendo analisada e entdo recupera blocos de ali-
nhamentos multiplos para cada janela de um SNP. O arquivo de alinhamento multiplo utilizado
deve estar em formato MAF (Multiple Alignment Format). Em seguida o médulo TargetScanJoi-
nAlignment tenta fazer a concatenacdo dos blocos de alinhamentos recuperados no alinhamento
multiplo mantendo um nimero minimo de espécies que devem ser mantidas no alinhamento fi-
nal', e pelo nimero méximo de lacunas (gaps) que podem ser inseridas entre cada um desses
segmentos”. Finalmente o médulo TargetScanChangeAlleles gera um novo alinhamento para
cada combinacdo alélica. Todos os programas de execu¢do de TargetScan sdao executados pelo
modulo TargetScanExecution e os arquivos de saida da ferramenta sdo processados pelo mo-
dulo ParserTargetScanOutput, o qual gera um tnico arquivo com os resultados da predi¢ao

por TargetScan relevantes para o SIMTar.

e) Identificacio de interferéncia do SNP:

A Figura 4.1e mostra a etapa de andlise de interferéncia de SNPs em sitios alvos de miRNAs e
de geracdo dos resultados. O médulo AnalyseSNPInterference 1€ os resultados gerados da(s)
ferramenta(s) de predicdo de alvos de miRNAs e analisa quais os SNPs que, em decorréncia de
sua variacao alélica, estdo interferindo no pareamento dos miRNAs com seus sitios alvos. Para
execucdo de SIMTar no DNA, a interferéncia € analisada para cada par de SNP-miRNA, enquanto
que em execugOes sobre regides de RNA, a interferéncia € analisada para cada trio SNP-miRNA-
RefSeq. O efeito de interferéncia pode ocorrer de duas formas: 1) Creation/Disruption, quando o

SNP possui pelo menos dois alelos onde o sitio € predito em um alelo mas ndo no outro e

2) Binding affected, quando todos os alelos do SNP possuem sitios preditos para aquele miRNA
mas a variacdo alélica altera as propriedades pareamento. Neste segundo caso, essa alteracdo €
analisada em termos dos valores de escore e energia-livre do miRanda e pelo tipo da seed dado
pelo TargetScan. Se nenhum sitio alvo € predito para um determinado SNP, este SNP € omitido do

arquivo final.

!0 ndmero minimo de espécies que devem estar presentes no alinhamento final é outro pardmetro de SIMTar, com
valor padrdo igual a 2.
ZParametro definido pelo usudrio com valor padrio igual a 0.
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O moédulo GenerateSIMTarOutput 1€ este arquivo com os dados de interferéncia obtidos na etapa
anterior, faz a quantificagao dos resultados analisados, obtém o contexto gendmico dos SNPs e gera

a saida da ferramenta SIMTar.

A quantificacdo dos resultados gera trés arquivos, um com a lista dos SNPs do usudrio onde ndo
foram identificadas interferéncias, um segundo arquivo contendo os SNPs ordenados decrescen-
temente pelo nimero de sitios interferidos e um terceiro arquivo contendo os SNPs que estdo
envolvidos na criacdo/ruptura (Creation/Disruption) de sitios alvos de miRNAs juntamente com o
numero de sitios envolvidos. Além destes arquivos adicionais, € feita uma quantificagdo do nimero
de sitios envolvidos em cada efeito e do nimero de miRNAs preditos, que sdao entdo impressos no

arquivo com os dados dos resultados.

A obtencao do contexto gendomico de cada SNP ¢ feita utilizando como referéncia a tabela refGene
do UCSC Genome Bioinformatics Site, tomando como referéncia cada transcrito préximo ao SNP.

Em andlise de SNPs no DNA, este mddulo obtém o contexto do SNP para as duas fitas gendmicas.

O SNP pode estar localizado no interior de um gene, pr6ximo a um gene ou em uma regido intergé-
nica. No caso de estar localizado no interior de um gene, € obtido o nome deste gene e a regidao em
que o SNP se encontra (CDS, intron, 5’UTR, 3’UTR). Um SNP é considerado préximo a um gene
se a distancia entre ele e o gene é menor ou igual a 2.000 pares de base (pb) a montante ou 500 pb
a jusante de um gene (valores padrdes dos parametros do SIMTar). Neste caso, o contexto deste
SNP ¢é anotado com essa distancia seguido da localiza¢do, como por exemplo ‘2000B-upstream’.
Se a distancia exceder um desses valores o contexto gendnico € anotado como intergénico. No
caso de andlise de SNPs em RNA, mesmo sabendo que ele estd localizado em éxon por conta da
construcdo da janela de predi¢cdo, este moédulo obtém o seu contexto gendmico, informando se a

regido € codificadora (CDS), 5’ ou 3’UTR.

Por fim, é gerado um arquivo tabular final com os resultados de SIMTar. A figura mostrando a
saida da ferramenta bem como a descricdo dos campos utilizados estdo na se¢do de resultados

(capitulo 5).
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4.3| Implementacao

SIMTar foi desenvolvido em linguagem Perl como um workflow cientifico, definido para ser exe-
cutado usando o gerenciador de workflows Bpipe [Sadedin et al., 2012]. Bpipe foi escolhido como
gerenciador de execucdo por permitir que tarefas em paralelo pudessem ocorrer a0 mesmo tempo,
como € o caso da execugdo das ferramentas de predi¢ao de sitios alvos de miRNAs, que independem
uma da outra. A parametrizacdo do SIMTar € inteiramente feita em um arquivo de configuracao, ba-
seado na ferramenta eGene [Durham et al., 2005], através do qual o usuario pode configurar todos os
parametros necessarios.

A lista de SNPs € o tnico parametro obrigatdrio, todos os outros parametros possuem um valor
padrdo que, embora pensados para andlise de SNPs humanos, podem ser configurados para a andlise de
SNPs de outras espécies. Uma completa descri¢ao sobre todos os parametros, bem como orientacdes
para analise de SNPs de outras espécies que ndo a humana estdo disponiveis no tutorial da ferramenta
SIMTar. SIMTar € uma ferramenta de cédigo aberto e pode ser obtida em http://www.vision.

ime.usp.br/~amanda/software/simtar/.

4.4| Aplicacao em esquizofrenia

A fim de exemplificar o uso do programa SIMTar, o mesmo foi aplicado para a identificacdo de SNPs

associados a esquizofrenia que pudessem estar interferindo em alvos de microRNAs.

Selecao de SNPs associados a esquizofrenia

Primeiramente, foi obtida uma lista de 38 genes candidatos do banco de genes de esquizofrenia
(Schizophrenia Gene Resource - SZGR) [Jia et al., 2010]. Os genes contidos nesta lista sdo proveni-
entes de dados de literatura e de meta-andlise de estudos de associacdo em esquizofrenia. Posterior-
mente, foi realizada a busca por SNPs também associados a doenca. Para isso, utilizou-se o banco de
dados SzGene [Allen et al., 2008] que possui SNPs associados a esquizofrenia e agrupados por ge-

nes. Assim, para cada gene da lista inicial foram obtidos todos os SNPs nele localizados. Entretanto,
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alguns genes ndo tinham nenhum SNP associado a esquizofrenia e por isso foram excluidos da lista

final. Ao todo foram obtidos 114 SNPs para 23 genes (Apéndice A).

Execucao do SIMTar

A lista de 114 SNPs serviu como arquivo de entrada para a ferramenta SIMTar. O parametro de
tipo de molécula analisada foi selecionado para DNA (anédlise gendmica). Os demais parametros do
arquivo de configuracdo do SIMTar foram deixados com os valores padroes. Estes valores incluem:
espécie humana como referéncia, predi¢ao de alvos para todos os miRNAs maduros da espécie de re-
feréncia, tamanho da janela de predicdo utilizada com 25 nt para ambos os lados do SNP, ferramentas

de predicdo de sitios alvos de miRNAs configurados para miRanda e TargetScan, entre outros.

Selecio de miRNAs associados a esquizofrenia para analise dos resulta-

dos do estudo de caso

Com o objetivo de enriquecer a andlise dos resultados obtidos pelo SIMTar, foi obtida uma lista
de 18 miRNAs também associados a esquizofrenia a partir do mesmo banco de dados onde foi obtida
a lista de genes candidatos (SZGR). Esta lista € composta pelos seguintes miRNAs: miR-106b, miR-
20b, miR-212, miR-181b, miR-29a, miR-29b, miR-29¢, miR-195, miR-92b, miR-9, let-7g, miR-7,

miR-206, miR-24, miR-30d, miR-30b, miR-198 e miR-26b.



Capitulo 5

Resultados e Discussao

5.1 SIMTar

O principal resultado deste trabalho € a ferramenta computacional SIMTar. Ela cumpri com os
objetivos esperados de superar as limitacdes dos atuais recursos computacionais da area e
permite que SNPs antes ndo estudados sejam agora analisados, como € o caso de SNPs em regides

promotora, CDS, intronica e 5’UTR, ndo se limitando apenas a regidao 3°’UTR.

Identificacao do alelo ou combinacao alélica que interfere em sitios alvos de miRNAs

A ferramenta SIMTar ndo somente identifica qual SNP estd localizado no sitio alvo do miRNA,
como também indica a variacao alélica ou combinacao alélica de SNPs vizinhos que estao interferindo
no sitio alvo. SIMTar mostra ainda o efeito predito para cada alelo, dizendo se o alelo cria um novo
sitio, rompe um sitio pré-existente ou afeta a estabilidade do pareamento em funcdo de sua variagao.

Identificar o alelo do SNP que estd interferindo neste pareamento contribui no entendimento sobre
como estes polimorfismos podem estar agindo no processo de regulacdo do genoma, uma vez que
centenas deles estdo associados a fenotipos de doenga, como a esquizofrenia, e apresentam frequéncias
alélicas diferentes entre os casos sauddveis e doentes.

Através dos miRNAs, estes SNPs podem estar agindo tanto na regulacio transcricional dos genes

34
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envolvidos, podendo ativar ou silenciar o processo, como podem também agir ativando ou reprimindo

o processo de traducdo.

Abordagem evolutiva da predicao de sitios alvos

Estudos experimentais e de predicdo computacional realizados inicialmente com miRNAs revela-
ram a sua forte participacdo em eventos de regulacdo negativa da tradugdo através da sua ligacdo em
sitios alvos localizados na regidao 3’UTR, que € uma regido altamente conservada entre as espécies.
Além disso, centenas de miRNAs também foram identificados conservados evolutivamente.

Portanto, para sequéncias conhecidamente conservadas, a utiliza¢do de uma ferramenta especifica
contribui para o aumento da especificidade da predicdo. Dessa forma, SIMTar utiliza a TargetScan
para disponibilizar ao usudrio esta abordagem de predicao de sitios de alvos de miRNAs.

Essa conservacdo entre os genomas de vérias espécies deve estar assegurando que processos biol6-
gicos importantes sejam regulados efetivamente. No entanto t€ém-se descoberto cada vez mais novos
miRNAs espécie-especificos, mostrando a continuidade da evolucao dos miRNAs e que além dos
miRNAs conservados existe um grande nimero de miRNAs emergentes [Berezikov et al., 2006].
Dessa maneira, SIMTar também disponibiliza a ferramenta miRanda de predic@o de sitios alvos de

miRNAs, que permite analisar as regides nao conservadas.

Espécies de aplicacao

A ferramenta foi inicialmente aplicada na espécie humana e por isso utiliza e disponibiliza os ar-
quivos especificos para esta espécie, como os arquivos de alinhamentos multiplos do genoma, sequén-
cias gendmicas, coordenadas de SNPs, sequéncias maduras dos miRNAs e coordenadas dos genes. Os
valores padrdes de outros parametros do arquivo de configuracdo foram também definidos para com
esta espécie como alvo.

Embora o seu desenvolvimento tenha sido realizado utilizando dados da espécie humana, SIMTar
pode ser aplicado em SNPs de outras espécies desde que o usudrio disponibilize os arquivos necessa-
rios. A lista destes arquivos estdo descritos no tutorial da ferramenta, bem como quais sao especificos

das ferramentas de predicdo. Assim, para aplicagdo em uma nova espécie, SIMTar adicionalmente
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disponibiliza alguns programas e um tutorial de execucdo para que o usudrio possa gerar O arquivo
com coordenadas dos genes para qualquer espécie. Este programas adicionais apenas precisam ser
utilizados para executar o SIMTar em outra espécie que ndo a humana e com a opg¢do de analisar
SNPs localizados em regido de RNAs.

E importante mencionar que somente faz sentido utilizar o SIMTar em espécies que respeitam o
padrdo de pareamento imperfeito ocorrido em animais, pois os algoritmos implementados nas ferra-
mentas de predi¢do utilizadas sdo especificos para esse padrao.

Por fim, SIMTar € a primeira ferramenta de c6digo aberto capaz de aplicar tais caracteristicas na
identificacdo de SNPs interferindo em sitios alvos de miRNAs. A Tabela 5.1 mostra resumidamente
as principais diferencas observadas entre SIMTar e os recursos computacionais disponiveis para o

estudo de SNPs em sitios alvos de miRNAs.

Arquivos de saida da ferramenta SIMTar

Cada execugdo de SIMTar pode ser realizada para apenas um SNP ou uma lista contendo vérios
SNPs, onde ao final de cada execugdo sdo gerados quatro arquivos: um contendo os resultados posi-
tivos, que correspondem aos dados dos SNPs que estdo interferindo em sitios alvos de miRNAs em
func¢do de sua variagdo alélica e trés arquivos de quantificacao dos resultados preditos (descritos a se-
guir). Todos estes arquivos sdo gerados ao final de cada execucdo da ferramenta, independentemente

se 0 usuario escolheu analisar SNPs localizados em DNA ou RNA.
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Tabela 5.1: Relacdo de recursos computacionais existentes para andlise de SNPs em sitios alvos de miRNAs.

Nome do recurso Tipo de tecnologia Regido estudada Posicio do SNP Estratégia de predicao Referéncia
SIMTar programa DNA, t(?do 0 miRanda Artigo em fase
standalone RNA sitio alvo TargetScan final de preparacdo
) ) aplicacao , . . Barenboim et al. [2010]
MicroSNiPer b 3’UTR seed MicroSNiPer
we
PolymiRTS banco de dados 3’UTR seed TargetScan Ziebarth et al. [2012]
MirSNP banco de dados 3’UTR seed MiRanda Liu et al. [2012]
miRNASNP banco de dados 3'UTR seed MiRanda, Gong et al. [2012]
TargetScan
MirRdSNP banco de dados 3’UTR seed PicTar, Bruno et al. [2012]
TargetScan

LE
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Quantificacao dos dados analisados

Os trés arquivos de quantificacdo gerados ao final de cada execugdo correspondem a: um arquivo
contendo o ndmero de interferéncias preditas para cada par SNP-miRNA (em andlise de DNA) ou
para cada trio SNP-miRNA-RefSeq (em andlise de RNA), um segundo arquivo contendo os nomes
dos SNPs que foram preditos com pelo menos um sitio de efeito Creation/Disruption juntamente com
o numero correspondente de sitios alvos interferidos e um ultimo arquivo contendo os nomes dos
SNPs do usudrio que nao foram identificados pelo SIMTar.

Os resultados positivos do SIMTar sdo impressos em um arquivo tabular (Figura 5.1). Também
neste arquivo sdo impressos na por¢ao superior: o numero de SNPs passados pelo usudrio, o nimero
de SNPs com resultados positivos gerados pela ferramenta, o nimero de miRNAs com sitios interfe-

ridos e o ndmero de sitios interferidos para cada efeito (Creation/Disruption ou Binding affected).

Forma de ordenacao dos resultados

Nas colunas abaixo da primeira linha de informagdes gerais estdo inseridos os campos referentes
ao alelo e miRNA predito. Os resultados inseridos em cada campo sdo ordenados de forma diferente
para andlise de SNPs localizados no DNA e no RNA. No primeiro caso, a chave de ordenagdo € o
SNP seguido do miRNA, no segundo caso € o SNP seguido do nome do transcrito (RefSeq) e depois

o miRNA.

Conteddo do arquivo de predicao gerado

a) Dados dos SNPs:

A primeira coluna é nomeada como ‘RefSNP ID’ e informa o identificador do SNP dentro do

SIMTar.

A segunda coluna é nomeada ‘Chr’ entdo preenchida com o nome do cromossomo no qual o SNP
estd localizado. A terceira coluna é chamada de ‘Chr Pos’, preenchida com a posi¢cao do SNP no

Cromossomao.



SIMTar output: Total number of unique SNPs given by user = 114: total number of SNPs predicted affecting miRNA target sites = 114; Creation/Disruption effects = 1854: Binding affected = 723: total number
of miRNAs predicted = 1503.

Genomic| Gene Interacting | miRanda- | TargetScan 3% i
RefSNP ID| Chr | Chr Pos context | symbal RefSeq Strand | Alleles miRNA Effect -Effect Pairing attributes
al 5 Targascan | Ty | oot g | Taeon | T [ Toeon | et
rs2391191 |chr13|106119446] UTR-5 | DAOA [NM_001161814| + A/G | miR-10b-3p Binding | pet S allele[A] | ide th S ite Ty e
ffecred [0 {}{}9[9] contextscore sireT}'pe[la] outside the |(contextscore site ype outsiae the
5 i [too_close] seed [too_close] [8mer] seed
; iRanda | | miRanda | TargetScan | | TargetScan | TargetScan
miRanda- | TargetScan- .
rs1000731 | chrl [231963491| intron | SNAX-| NR 028393 | + | A/G | miR-371b-3p | Creation/ | Creation/ | 2M€I[GI| | allele[G]| | TargetScan || allele[G]| | |allele[G] || | allele[G] |
DISC1 = Pisrimiion | Dianmian score energy pet[0] contextScore | siteType inside the
p P [154.00] | [-19.13] [mS] [m8] seed
: iRanda | | miRanda | TargetScan | | TargetScan | TargetScan
miRanda- | TargetScan- m
rs1000731 | chrl |231963491| intron | DISC1 | NM 018662 | + | A/G | miR-371b-3p | Creation/ | Creation/ | 2M€lelGI| | allele[GI| |TargetScan || allele[G]| | |allele[G] || | allele[G] |
Disruption | Disruption score energy pet[0] contextScore | siteType inside the
[154.00] | [-19.15] [m8] [m8] seed
; iRanda | | miRanda | TargetScan | | TargetScan | TargetScan
miRanda- | TargetScan- .
rs1000731 | chrl |231963491| intron | DISC1 [NM_001164547] + | A/G | miR-371b-3p | Creation/ | Creation/ | 2M€I[G1| | allele[G]| | TargetScan || allele[G]| | |allele[G] || | allele[G] |
Disruption | Disruption score energy pet[0] contextScore | siteType inside the
[154.00] | [-19.15] [m8] [m8] seed
miRanda- miRanda | | miRanda |
20B- : ;A
£2619538 | chré | 15665209 | 1°29B- IpTNgPI T/A | miR-4761-5p | Creation/ allele[T] | | - allele[T] |
upstream Disruption score energy
[144.00] [-20.77]
miRanda- miRanda | | miRanda |
rs2619538 | chré | 15665209 | 17298~ |nTNEPI T/A | let-7g3p | Creation/ allele[T] | | allele[T] |
upstream Mimplie score energy
[140.00] | [-18.64]
miRanda- miRanda | | miRanda |
12492367 | chrl [231906589| UTR-5 | TSNAX-| NR 028394 | + | ©/T | miR-9-5p | Creation/ allele[C] | | - allele[C] |
DISC1 Disruption score energy
p [154.00] | [-20.07]
miRanda- miRanda | | miRanda |
52492367 | chrl [231906589| UTR-5 | TSNAXY \p 028305 | + | T | miR-9-5p | Creation/ alctiey] | e ]

Figura 5.1: Tabela gerada pela ferramenta SIMTar.

6¢
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b)

A quarta (Genomic context), quinta (Gene symbol) e sexta (RefSeq) colunas estdo relacionadas
as informagdes do gene e transcrito dos SNPs analisados'. Genomic context contém o contexto
gendmico do SNP em questdo, que pode ser intergénico, CDS, intron, 5’UTR, 3’UTR, upstream
ou downstream de um gene, sendo nestes ultimos mostrados também a distancia que eles estdo do
gene. Gene symbol é preenchida com o nome do gene e RefSeq € preenchida com o identificador

RefSeq do transcrito, a menos que o SNP seja intergénico.
A sétima coluna € nomeada ‘Strand’ e mostra a fita gendmica analisada.

A oitava coluna € chamada ‘Alleles’e mostra a variacdo alélica do SNP na fita gendmica em ques-

tao.

Dados do pareamento com o(s) miRNA(s):

A partir da nona coluna sdo impressas as informacdes estritamente relacionadas ao pareamento do

SNP com um miRNA especifico, descrito na coluna ‘Interacting miRNA’.

A coluna ‘miRanda-Effect’ ird ser preenchida apenas se o usudrio escolheu utilizar esta ferra-
menta na predi¢ao de alvos de miRNAs e se foram preditos resultados positivos para o respectivo
miRNA::alelo. Neste caso os campos dessa coluna mostrardo o nome da ferramenta seguido do
efeito identificado sobre o sitio alvo, podendo aparecer das seguintes formas: miRanda-Creation/-
Disruption ou miRanda-Binding affected. O mesmo ocorre na coluna ‘TargetScan-Effect’ que

apresenta as seguintes opgoes: TargetScan-Creation/Disruption e TargetScan-Binding affected.

Através dos atributos do pareamento fornecidos por cada ferramenta de predi¢do de sitios € pos-
sivel identificar o alelo com maior afinidade sobre a alteracdo da estabilidade do pareamento. Na
regido da tabela nomeada ‘Pairing attributes’ estdo inseridas as colunas de informacdes corres-
pondentes aos pareamentos preditos. Assim, para cada ferramenta, sdo mostrados os seguintes

campos:

'Essas trés colunas estdo também presentes na andlise de DNA pelo fato do contexto gendmico ser dependente do

RNA de referéncia.
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Em miRanda:

e miRandalalelo|valor do escore;

e miRandalalelo|valor da energia-livre.

Em TargetScan:

TargetScan|pct;

TargetScan|alelo|context-score;

TargetScan|alelo|tipo da seed;

TargetScan|alelo|posi¢do do SNP em relagado a seed.

Destas colunas, apenas a ‘TargetScan|pct’ € impressa para cada par miRNA-SNP e ndo para cada
miRNA-alelo, isso porque o valor do pct € atribuido a regido alvo conservada e € obtido independe
da variacdo alélica do SNP. Todas as outras colunas mencionadas sdo impressas para cada par
miRNA-alelo, possibilitando a comparagdo da estabilidade do pareamento observada para cada

alelo.

A coluna ‘TargetScan|alelo|posicdo do SNP em relagdo a seed’ foi criada para mostrar que tam-
bém a alteracao alélica ocorrida fora da regido seed pode interferir no tipo de seed predita. Este
contexto do SNP somado a informacao da coluna ‘TargetScan|alelo|tipo da seed’ permite a vi-
sualizacdo clara sobre este impacto. Um exemplo disso pode ser visualizado na primeira linha
da Figura 5.1, onde o SNP rs2391191 € predito interferindo o sitio alvo do miRNA miR-10b-3p,
segundo a execugdo da ferramenta TargetScan. Neste exemplo, ambos os alelos do SNP (A/G)
foram preditos fora da regido seed do miRNA, no entanto o alelo G foi predito com a seed do tipo
‘8mer’, portanto com um pareamento altamente complementar e que consequentemente implica
em uma alta efetividade da regulacdo do alvo. Ja o alelo A foi predito com uma seed do tipo ‘1a’,

que possui uma menor eficiéncia (Bartel [2009]; Hammell ez al. [2008]).
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5.2| Aplicacao do SIMTar em esquizofrenia

SNPs associados a esquizofrenia interferindo em sitios de miRNAs

SIMTar identificou que todos os 114 SNPs da lista inicial estdo interferindo em sitios alvos de
miRNAs, os quais inclusive estdo envolvidos na criacdo/ruptura de pelo menos um sitio alvo de
miRNA. Como o SIMTar foi executado com o parametro de andlise de DNA, para cada SNP as duas
fitas genOmicas foram analisadas. Ao todo, foram preditos 2.553 sitios de miRNAs interferidos por
esses SNPs, sendo estes sitios de 1.503 miRNAs distintos (58,3% de todos os miRNAs maduros hu-
manos). Destes 2.553 sitios, 1854 sitios sofrem efeito de criacdo/ruptura de sitio pela variacao alélica,
e 723 sitios sofrem o efeito de alteragio da forga de ligagdo'.

Como cada fita pode conter isoformas de splicing de um mesmo gene, cada SNP pode possuir um
numero distinto de contextos gendomicos, dependendo dos transcritos que se colocalizam com o SNP.
Para analisar a distribui¢do dos contextos gendomicos desses SNPs, foram somados todos os contextos
de todos os SNPs. De um total de 672 contextos, apenas 18 (2,7%) estdo localizados em regido
3’UTR (Figura 5.2), que correspondem a apenas 8 SNPs dos 114 SNPs iniciais (7%). Desta forma,
SIMTar identificou uma grande quantidade de interferéncias de SNPs que ndo seriam identificados
por estratégias tradicionais.

Os SNPs utilizados nesta aplicacdo sdo associados a esquizofrenia mas ainda ndao possuem um
claro papel bioldgico e por isso ainda precisam ser investigados. A maior porcentagem deles estd
localizada em introns (58,4% dos contextos, representados por 65 SNPs).

Aproximadamente 60 a 70% do genoma humano € transcrito em sequéncias de RNAs (Carninci
et al. [2005]; Frith et al. [2005]). Nesta por¢do de transcritos estio inclusos os introns, que sdo regides
de importantes fungdes bioldgicas ja confirmadas para o genoma, diferente do que foi defendido até
nao muito tempo atrds onde os introns eram desconsiderados como parte funcional do genoma [Ohno,
1972]. Muitos introns sdo precursores de sequéncias de RNAs nio codificadores de proteinas [Mattick

& Makunin, 2006].

! Alguns sitios envolvendo SNPs tri- ou tetra-alélicos apresentam os dois efeitos.
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Entre as moléculas de RNAs ndo codificadores que podem estar inseridas nas regides de intron,
tem-se por exemplo as longas sequéncias de RNAs ndo codificadores, que podem atuar na regulagao
do genoma através do pareamentos com a fita sense de mRNAs e assim regular genes codificadores de
proteinas, como podem também se ligar a sitios de proteinas especificas e consequentemente regular
a atividade proteica, ou ainda atuar como sequéncia precursora de pequenos RNAs ndo codificadores
de proteinas, como os proprios miRNAs (Mattick & Makunin [2006]; Wilusz et al. [2009]). Interes-
santemente, o0 miRNA let-7 ja foi reportado em processo de autoregulacao da biogénese através do
pareamento em sequéncias de RNAs ndo codificadores [Zisoulis et al., 2012].

Por outro lado, pode ser que as posicoes dos SNPs identificados em introns correspondam a si-
tios de splicing e o pareamento com o miRNA esteja afetando este processo e consequentemente
interferindo na sintese de isoformas dos genes.

Apesar dos SNPs utilizados como entrada terem sido obtidos a partir de 23 genes envolvidos em
esquizofrenia, o SIMTar identificou que esses SNPs estdo localizados também em mais 11 RNAs nao
codificadores, interferindo em sitios de miRNAs nessas sequéncias. Isso foi possivel pelo fato do
SIMTar ter sido executado com o parametro de andlise em DNA, que avalia as duas fitas onde se

encontra cada SNP.

Antes da execugdo Depois da execugdo
de SIMTar de SIMTar
38 genes SNPs
candidatos —> emgenes |—» ncRNAs — 11
ndo codificantes
Total de SNPs CDS — 122 (18,5%)
e genes SNPs /a- intron — 386 (58,4%)
Obtengdo de SNPs . identificados por [ em genes ~— 3'UTR — 18 (2,7%)
para lista de genes SIMTar codificantes \. SUTR — 27 (4,1%)
23 genes/ ,| 23 genes/ ||
114 SNPs 114 SNPs Intergénico — 101 (15,3%)
. SNPs et upstream — 5 (0,8%)
Intergenicos downstream — 2 (0,3%)

Figura 5.2: Contexto genémico dos SNPs utilizados na aplicacdo de SIMTar.
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Dos resultados totais foram preditos, em média, 22 sitios alvos interferidos por SNP, cada SNP
interferindo em 1 a 72 sitios (Figura 5.3). O resultado completo dessa aplicacdo esta disponivel em

http://www.vision.ime.usp.br/~amanda/software/simtar/applications.

a0

Ntimero de sitios alvos

SNPs

Figura 5.3: Relacdo de sitios alvos por SNP associado a esquizofrenia. Os resultados de SIMTar
para os dados analisados mostram que um SNP estd afetando em média 22 sitios
alvos de microRNAs.

MicroRNAs associados a esquizofrenia com sitios interferidos por SNPs

Como ja mencionado, o SIMTar foi executado considerando todos os miRNAs maduros da espé-
cie humana. Os SNPs analisados sdo provenientes de estudos de associacdo com esquizofrenia, no
entanto, os miRNAs utilizados na predicdo, embora sejam da espécie de referéncia, ndo sdao oriun-
dos de estudos especificos com este fenétipo. Dessa forma, objetivou-se investigar a existéncia de
conexdes dos resultados gerados pelo SIMTar com dados de miRNAs também associados ao fenétipo

de referéncia. Para isso, dos 18 precursores de miRNAs associados a esquizofrenia (obtidos con-
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Tabela 5.2: Relagdo de miRNAs associados a esquizofrenia identificados por SIMTar. A primeira
coluna mostra a lista de miRNAs jd associados a esquizofrenia e a segunda coluna
mostra aqueles que foram identificados por SIMTar. Os nomes dos miRNAs podem
diferir entre as duas colunas devido a precisdo da metodologia SIMTar, que analisa
todas as sequéncias maduras de cada miRNA e mostra a sequéncia exata predita.

MicroRNAs SZGR MicroRNAs SIMTar

let-7¢g let-7g-3p
miR-106b miR-106b-5p
miR-181b -
miR-195 miR-195-5p
miR-198 miR-198
miR-20b -
miR-206 miR-206
miR-212 miR-212-5p
miR-24-3p
miR-24 miR-24-1-5p
miR-24-2-5p
miR-26b miR-26b-3p
miR-29a -
miR-29b miR-29b-1-5p
miR-29c¢ -
miR-30b miR-30b-3p
miR-30d miR-30d-3p
miR-7 -
miR-9 miR-9-5p
miR-92b miR-92b-5p
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forme descrito na secdo 4.4.3), SIMTar predisse interferéncia de sitios de 13 deles, representando 15

miRNAs maduros, que estdo dentre os 1.503 miRNAs com sitios interferidos identificados inicial-

mente pelo SIMTar (Tabela 5.2). Estes 15 miRNAs possuem sitios interferidos por 24 dos SNPs de

entrada.

Na literatura, geralmente os autores referenciam os miRNAs apenas indicando o nome da sua

forma precursora, como € mostrado na primeira coluna da Tabela 5.2 para os miRNAs obtidos do

banco de dados SZGR. J4 a metodologia utilizada por SIMTar analisa cada sequéncia madura de um

miRNA, tornando possivel a identificacdo da sequéncia exata que esta sendo afetada pela variagao

alélica do SNP.
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A Tabela 5.3 mostra a relagdo dos 15 miRNAs associados a esquizofrenia com os respectivos
SNPs. A tabela estd ordenada pelos identificadores dos SNPs, permitindo assim que sejam visua-
lizados todos os miRNAs ligados a cada SNP. As trés tltimas colunas dessa tabela sdo mostradas
adicionalmente, para informar se na regido predita (posicao do SNP) ja existem transcritos conheci-

dos.

Tabela 5.3: Relacdo de SNPs e miRNAs associados a esquizofrenia preditos por SIMTar e suas
respectivas regides genomicas.

SNP microRNA Contexto genomico Transcrito Gene
rs1011313 miR-24-1-5p  intron NM_032122 DTNBP1
rs1011313 miR-24-2-5p  intron NM_ 183040 DTNBP1
rs1011313 miR-24-2-5p  intron NR_036448 DTNBP1
rs1011313 miR-24-2-5p  intron NM_032122 DTNBP1
rs1011313 miR-24-2-5p  intron NM_183040 DTNBPI
rs1011313 miR-24-2-5p  intron NR_036448 DTNBP1
rs1018381 miR-106b-3p intergenic

rs1322783 miR-206 intron NM_001012957 DISC1
rs1322783 miR-206 intron NM_001012959 DISC1
rs1322783 miR-206 intron NM_001164537 DISCI1
rs1322783 miR-206 intron NM_001164538 DISC1
rs1322783 miR-206 intron NM_001164539 DISC1
rs1322783 miR-206 intron NM_001164540 DISC1
rs1322783 miR-206 intron NM_001164541 DISC1
rs1322783 miR-206 intron NM_001164542 DISCI
rs1322783 miR-206 intron NM_001164544 DISC1
rs1322783 miR-206 intron NM_001164545 DISCI
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Tabela 5.3 — Continuagdo

SNP microRNA Contexto gendomico Transcrito Gene

rs1322783 miR-206 intron NM_001164546 DISC1

rs1322783 miR-206 intron NM_001164547 DISC1

rs1322783 miR-206 intron NM_001164548 DISC1

rs1322783 miR-206 intron NM 001164556 DISC1

rs1322783 miR-206 intron NM_018662 DISC1
rs1322783 miR-206 intron NR_028393 TSNAX-DISCI1
rs1322783 miR-206 intron NR_028394 TSNAX-DISC1
rs1322783 miR-206 intron NR_028395 TSNAX-DISC1
rs1322783 miR-206 intron NR_028396 TSNAX-DISC1
rs1322783 miR-206 intron NR_028397 TSNAX-DISC1
rs1322783 miR-206 intron NR_028398 TSNAX-DISCI1
rs1327175 miR-92b-5p intron NM_025179 PLXNA2
rs155333  miR-212-5p intergenic

rs165774  miR-195-5p intergenic

rs1800497 miR-106b-5p intergenic

rs1801028 miR-92b-5p CDS NM_000795 DRD2
rs1801028 miR-92b-5p CDS NM_016574 DRD2
rs1934909 miR-29b-1-5p intergenic

rs1997679 miR-9-5p intron NM_032122 DTNBP1
rs1997679 miR-9-5p intron NM_183040 DTNBP1
rs1997679 miR-9-5p intron NR_036448 DTNBP1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001012957 DISC1
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Tabela 5.3 — Continuagdo

SNP microRNA Contexto gendomico Transcrito Gene
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001012959 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164537 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164538 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164539 DISCI1
rs2492367 miR-9-5p intron NM_001164540 DISC1
1s2492367 miR-9-5p CDS NM_001164541 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164542 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164544 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164545 DISCI1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164546 DISC1
1s2492367 miR-9-5p CDS NM_001164547 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164548 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164549 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_001164556 DISC1
rs2492367 miR-9-5p CDS NM_018662 DISC1
rs2492367 miR-9-5p UTR-5 NR_028393 TSNAX-DISC1
rs2492367 miR-9-5p UTR-5 NR_028394 TSNAX-DISC1
1s2492367 miR-9-5p UTR-5 NR_028395 TSNAX-DISC1
rs2492367 miR-9-5p UTR-5 NR_028396 TSNAX-DISC1
rs2492367 miR-9-5p UTR-5 NR_028397 TSNAX-DISC1
rs2492367 miR-9-5p UTR-5 NR_028398 TSNAX-DISC1
rs2619538 let-7g-3p 1920B-upstream DTNBPI
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Tabela 5.3 — Continuagdo

SNP microRNA Contexto gendomico Transcrito Gene

rs2738864 miR-26b-3p intergenic

rs3738401 miR-198 CDS NM_001012957 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001012958 DISCl1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001012959 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164537 DISCI1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164538 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164539 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164540 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164541 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164542 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164544 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164545 DISCI1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164546 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164547 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164548 DISCI1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164549 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164550 DISCl1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164551 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164552 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164553 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_001164554 DISC1

rs3738401 miR-198 CDS NM_001164555 DISC1
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Tabela 5.3 — Continuagdo

SNP microRNA Contexto gendomico Transcrito Gene
rs3738401 miR-198 intron NM_001164556 DISC1
rs3738401 miR-198 CDS NM_018662 DISC1
rs3738401 miR-198 UTR-5 NR_028393 TSNAX-DISC1
rs3738401 miR-198 UTR-5 NR_028394 TSNAX-DISC1
rs3738401 miR-198 UTR-5 NR_028395 TSNAX-DISC1
rs3738401 miR-198 UTR-5 NR_028396 TSNAX-DISC1
rs3738401 miR-198 UTR-5 NR_028397 TSNAX-DISC1
rs3738401 miR-198 UTR-5 NR_028398 TSNAX-DISC1
rs3738401 miR-198 UTR-5 NR_028399 TSNAX-DISC1
rs3738401 miR-198 UTR-5 NR_028400 TSNAX-DISC1
rs383964  miR-212-5p intergenic

rs4680 miR-24-3p CDS NM_000754 COMT

rs4680 miR-24-3p CDS NM_001135161 COMT

rs4680 miR-24-3p CDS NM_001135162 COMT

rs4680 miR-24-3p CDS NM_007310 COMT

rs4680 miR-24-3p 4B-upstream MIR4761
156267 miR-206 intergenic

1s6277 miR-26b-3p CDS NM_000795 DRD2

1s6277 miR-26b-3p CDS NM_016574 DRD2

1s6277 miR-29b-1-5p CDS NM_000795 DRD2

1s6277 miR-29b-1-5p CDS NM_016574 DRD2
r$6994992 miR-26b-5p intergenic
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Tabela 5.3 — Continuagdo

SNP microRNA Contexto gendomico Transcrito Gene
rs737865  miR-30d-3p 762B-upstream . TXNRD2
rs742105  miR-198 intergenic

rs742105  miR-30b-3p intergenic

rs751229  miR-30d-3p intergenic

rs9432024 miR-212-5p intergenic

rs951436  miR-198 intergenic

Estes resultados mostram que um mesmo SNP estd alterando varios sitios alvos de miRNAs.
Quando os miRNAs correspondem a membros de uma mesma familia, geralmente a regido seed é
conservada, tornando as sequéncias semelhantes e consequentemente aumentando a chance de esta-
rem ligados a um mesmo sitio alvo. Como exemplo desta situacao tem-se o0 SNP rs1011313 afetando
os sitios dos miRNAs miR-24-1-5p e miR-24-2-5p e também o rs6277 afetando os sitios dos miRNAs
miR-26b-3p e miR-26b-1-5p (Tabela 5.3).

J4 o fato de existirem diferentes miRNAs podendo se ligar em um mesmo sitio pode significar um
modo de seguranca (backup mode) do organismo, uma vez que se um miRNA falhar, teriam outros
que poderiam se ligar e regular o alvo [Balaga er al., 2012]. Nestes casos, esses dois SNPs estdo
interferindo na ligacao dos dois miRNAs.

Fazendo um recorte dos resultados que envolvem apenas estes 15 miRNAs também associados a
esquizofrenia, € possivel agrupar os genes alvos em comum para esta lista de miRNAs, como mostra
a Tabela 5.4. O aumento da quantidade de sitios alvos € diretamente proporcional a efetividade de
regulacdo. Entretanto, os efeitos de regulacdo por par SNP e miRNA mostrados nesta tabela ainda ndo
tinham sido mostrados por nenhum outro trabalho, como mostram as duas fontes de dados validados

consultadas: miRecords [Xiao et al., 2009] e TarBase [Vergoulis et al., 2012] (setembro de 2013).
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Tabela 5.4: Genes com sitios de miRNAs interferidos por SNPs, para miRNAs e SNPs associados
a esquizofrenia.

MicroRNAs Gene Descricao dos genes
miR-24-3p COMT catechol-O-methyltransferase
miR-206, DISC1 disrupted in schizophrenia 1
miR-9-5p,miR-198
miR-92b-5p, DRD2 dopamine receptor D2

miR-26b-3p,miR-29b-1-5p
miR-24-1-5p,miR-24-2-5p,
miR-9-5p,let-7g-3p

DTNBP1 dystrobrevin binding protein 1

miR-24-3p MIR4761 microRNA 4761
miR-92b-5p PLXNA2 plexin A2
miR-206, TSNAX-DISCI  TSNAX-DISC1 readthrough
miR-9-5p,miR-198
miR-30d-3p TXNRD2 thioredoxin reductase 2

A nio identificac@o de tais resultados na base de dados validados deve-se ao fato de que, os atuais
recursos computacionais disponiveis para a identificacdo de SNPs que interferem em sitios alvos de
miRNAs apenas analisam SNPs localizados na regido seeds e com sitios na regidao 3’UTR de mRNAs,
diferentemente do SIMTar.

Uma outra forma de visualizar os resultados preditos por SIMTar para os 15 miRNAs associados
a esquizofrenia € através de uma rede de interagdo (Figura 5.4) que mostra, neste caso, os diferentes
miRNAs e os seus respectivos alvos. Para exemplificar como pode ser realizada a interpretacao bio-
l6gica a partir desses dados, escolheu-se os genes COMT e MIR4761, ambos alvos do miR-24-3p e
para o mesmo SNP, o rs4680.

Primeiramente, o rs4680 € um SNP associado a esquizofrenia e que apresenta o alelo G com maior
frequéncia nos pacientes suscetiveis (SzGene [Allen et al., 2008]).

O gene COMT codifica a proteina catecol-O-metiltransferase, que por sua vez participa da regu-
lacdo da via dopaminérgica. A dopamina é um neurotransmissor com funcio estimulante do sistema
nervoso central que estd envolvida no controle de movimentos, aprendizado, cogni¢do € memoria.

Em pacientes com esquizofrenia sdo observadas concentragdes alteradas dessa subtancia, o que pode
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PLXNA2

miR-92b-5p

TSNAX-DISC1

MIR4761
miR-24-3p miR-30b-3p miR-30d-3p
miR-195-5p
miR-106b-5p iR-212- TXNRD2
St miR-212-5p

Figura 5.4: Rede de interacdo entre miRNAs e os seus respectivos alvos identificados a partir
da predicdo genomica de SIMTar, utilizando dados de esquizofrenia. Triangulos re-
presentam os miRNAs, circulos representam os alvos e cada aresta representa um
transcrito para sitios alvos em regido génica, jd os sitios alvos em regido intergénica,
cada aresta representa um SNP. Software utilizado: cytoscape [Shannon Er AL., 2003].
estar ocorrendo em fun¢do da alteracdo da expressdao do gene COMT. De acordo com os resultados
totais gerados por SIMTar, o miRNA-24-3p foi predito se ligando em quatro transcritos desse gene,
o NM_001135161, NM_001135162, NM_007310 e NM_000754, todos com sitios alvos localizados
na regido CDS. SIMTar mostrou ainda que a interferéncia da variacdo alélica do rs4680 foi observada
pelo o alelo A (A/C/G/T) na criacdo do sitio alvo (dbSNP versdo 135 para humano). Isso significa
que segundo a predi¢do computacional, na presenga do alelo G (o mais frequente em pacientes com
esquizofrenia), o sitio alvo do miR-24-3p estd sendo rompido.

Como descrito na subsessdo 2.3.4, quando ligado a regido CDS, um miRNA pode regular nega-
tivamente a traducio do gene. Para confirmar essa regulacao tais resultados devem ser submetidos a
experimentos bioldgicos, que permitem além de validar a predicdo computacional, também mostrar se
a variagdo alélica de A para G esta influenciando na sintese da proteina catechol-O-metiltransferase e

portanto, afetando o metabolismo dopaminérgico. Além disso, para melhor compreensao da regulagao

por miRNAs deve-se considerar também a existéncia de outros sitios alvos, seja do mesmo miRNA ou
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de miRNAs diferentes, localizados ao longo do mesmo gene e que podem estar agindo sinergicamente
na regulacio do alvo, como mostrou Gong et al. (2013).

O outro alvo do miR-24-3p € o gene MIR4761, que € um gene de miRNA. Embora tenha sido pre-
dito como alvo de um miRNA associado a esquizofrenia, a(s) sua(s) forma(s) madura(s) nio esta(ao)
associada(s) a doenca, segundo o banco de dados Schizophrenia Gene Resource - SZGR [Jia et al.,
2010]. Aqui, o sitio alvo esta localizado 4 bases-upstream do gene, indicando uma possivel regulacao
transcricional do mesmo.

Considerando que a expressao deste gene € de fato influenciada pela ligacdo com o miR-24-3p,
consequentemente as suas formas maduras também seriam. Além disso, também poderiam ser influ-
enciados os alvos que tal(is) miRNA(s) estaria(m) se ligando. Neste caso, verificou-se a existéncia
dessas formas maduras no conjunto de resutados totais, para entdo ver o possivel gene que esta-
ria sendo afetado. Observou-se que o miR-4761-5p estd se ligando 1920 bases-upstream do gene
DTNBPI. Neste pareamento a presenca do alelo T (T/A) do SNP rs2619538 esté criando o sitio alvo.
Esse resultado mostra uma potencial regulacao ao nivel transcricional deste gene.

O gene DTNBPI codifica uma proteina cujo papel esta relacionado a biogé€nese de organelas. Em
esquizofrenia ele estd associado ao declinio intelectual dos pacientes [Straub et al., 2002].

Com a predi¢do de SIMTar € possivel visualizar uma possivel ligacao entre os genes MIR4761 e
DTNBPI, como pode ser visualizado na Figura 5.5, que ndo seria possivel através da utilizacdo dos
atuais recursos computacionais da drea, dado que a abordagem por eles realizada apenas considera
SNP localizados na regido 3’UTR de mRNAs.

O SNP no gene DTNBP1 que influencia o sitio alvo do miR-4761-5p também influencia o sitio do
miRNA let-7g-3p.

Diferente dos sitios alvos preditos na regidao upstream do gene DTNBP1, também foram preditos
resultados para os transcritos NM_032122, NM_183040 e NR_036448 deste gene como alvos dos
miRNAs miR-24-1-5p e miR-24-2-5p, pela interferéncia do SNP rs1011313, que esta localizado no
intron deste gene e como alvos do miRNA miR-9-5p, pela interferéncia do SNP rs1997679, um SNP
também localizado na regido intronica do gene. Quanto a forma de regulacdo por estes miRNAs li-

gados em regido intronica ainda nao existe nada relatado, embora tenha sido revelado recentemente
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PLXNAZ

miR-92b-5p

miR-30b-3p miR-30d-3p

AmicroRNAs miR-195-5p L
miR-106b-5p  miR-212-5p TXNRD2
O Alvos

Figura 5.5: Rede de interacdo entre miRNAs e os seus respectivos alvos identificados a partir da
predicdo gendémica de SIMTar utilizando dados de esquizofrenia. Destaque para a
interagdo criada entre 0 miR-4761-5p (forma madura do gene MIR4761) e o gene
DTNBPI (aresta em vermelho). Software utilizado: cytoscape [Shannon et AL., 2003 ].

que os introns compreendem uma importante regido de atividade de RNAs [ENCODE Project Con-
sortium et al., 2012]. Cabe dessa forma, explorar futuramente a existéncia de sequéncias de RNAs
nao codificantes nestas regides preditas como alvos de tais miRNAs.

Devido a sua capacidade de regulagcdo, os miRNAs tém sido foco de cada vez mais estudos com
doengas. O seu estudo em esquizofrenia, considerando a interferéncia de SNPs no DNA, pode con-
tribuir ainda mais para o entendimento dos processos que estdo envolvidos na expressao do fenétipo
suscetivel. Os resultados totais dessa aplicacdo estdo disponiveis em: http://www.vision.ime.

usp.br/~amanda/software/simtar/applications/.



Capitulo 6

Conclusoes e trabalhos futuros

6.1 Conclusoes

Em estudos de regulacdo por miRNAs, t€m crescido as investigacdes quanto a presenga de po-
limorfismos de um nucleotideo (SNPs) ocorrendo em sitios alvos de miRNAs. Isso porque a sua
variagdo alélica pode interferir no pareamento com o sitio alvo. Além disso, se tanto o SNP quanto
o miRNA estiver associado a algum traco fenotipico, a predi¢do de interferéncia entre eles aumenta
ainda mais a conexao de regulacio.

O fato € que a investigacao envolvendo estes dois elementos deve incluir as varias formas de regu-
lacdo por miRNAs e, portanto, todas as possiveis regides em que eles puderem se ligar. No entanto,
0s recursos computacionais existente para predizer essa relacdo apenas a fazem sobre a primeira via
de regulagdo conhecida, que € sobre a regido 3’UTR de mRNAs. Com isso todas as outras regides nao
estdo sendo analisadas. Além disso, ndo estd sendo considerada a possibilidade de mais de um SNP
estar localizado em um mesmo sitio alvo e também estar interferindo no pareamento.

Dessa forma, a principal questdao levantada nesse trabalho foi a metodologia utilizada na identi-
ficacdo de SNPs que podem alterar sitios alvos de miRNAs em func¢do de sua variacdo alélica. Para
isso foram discutidos os fatores que podem estar relacionados a esta ligacdo. Em linhas gerais foram

considerados e discutidos: a escolha da ferramenta de predi¢do de alvos de miRNAs, que pode res-
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tringir a andlise para alvos conservados evolutivamente ou ndo, o delineamento para andlise de cada
alelo do SNP e também de SNPs vizinhos inseridos em um mesmo sitio alvo, o contexto gendmico da
regido alvo, a posi¢do do SNP em relacdo ao sitio alvo, que considera o SNP dentro ou fora da seed, a
andlise de sequéncia de DNA (gendmica) ou RNA (apenas éxons) a existéncia e disponibilidade para
uso local de uma ferramenta de predicao de tais SNPs e a espécie analisada.

Com o levantamento realizado ficou claro que as tecnologias disponiveis no estudo de SNPs e
miRNAs resolvem apenas uma parte do problema. Neste sentido, este trabalho desenvolveu a ferra-
menta computacional SIMTar: SNPs Interfering on MicroRNA Target sites, a fim de superar as
principais lacunas existentes.

A ferramenta analisa SNPs localizados tanto em regides codificadoras como nao codificadoras de
proteinas. Os resultados sdo gerados para cada alelo ou combinagdo de alelos do SNP, caso exis-
tam mais um localizados em um mesmo sitio alvo. Para analise de SNPs localizados em DNA, os
resultados mostram se naquela regido existem sequéncias transcritas de RNAs codificadores e ndo co-
dicadores de proteinas. Por fim, SIMTar € uma ferramenta de c6digo aberto e que pode ser aplicada a
outras espécies além da humana. No presente trabalho, SIMTar foi aplicado a dados de esquizofrenia
como estudo de caso, mas esta pode ser utilizada para qualquer lista de SNPs.

No estudo de caso utilizando SNPs associados a esquizofrenia, 95% dos SNPs foram preditos
interferindo em sitios alvos de miRNAs. Além disso, nestes resultados foram identificados 8 de 18
miRNAs também associados a esquizofrenia. Com a andlise dos resultados foi possivel identificar
quais os alelos dos SNPs estdao afetando os sitios alvos e os nomes dos miRNAs envolvidos. Quando
todos os dados dos SNPs e miRNAs preditos sdo plotados em uma rede de interagdo, é possivel iden-
tificar a conexdo entre mais de um gene, quando ambos j4 foram observados em estudos de associagdo
como € o caso da esquizofrenia, seria interessante investigar se estes miRNAs nao estariam agindo
sobre os sitios alvos preditos e regulando a regido, seja em nivel transcricional ou traducional. Esta
regulacao pode estar envolvendo processos bioldgicos e vias metabdlicas importantes para o individuo
e que pode estar danificada no estado de doencga.

Neste estudo, a lista de SNPs foi obtida a partir de 38 genes candidatos em esquizofrenia, par-

tindo assim de uma lista consideravelmente pequena, dado que os SNPs correspondem a forma mais
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frequente de variacdo do genoma humano. Por outro lado, se for considerado o conjunto de dados
gerado por exemplo por estudos de associacdo, onde centenas de SNPs s@o obtidos para cada doenca
e a maioria ainda ndo possui papel bioldgico definido, SIMTar pode ser aplicado para indicar um
subconjunto mais promissor de SNPs para alguma validacdo bioldgica. Por exemplo, € possivel sele-
cionar facilmente os SNPs que interferem em um grande nimero de sitios. Uma das saidas do SIMTar
¢ justamente a lista de SNPs ordenada decrescentemente pelo nimero de sitios alvos interferidos pelo
SNP.

Um artigo descrevendo o SIMTar e sua aplicagdo em esquizofrenia estd em fase final de escrita.

Além disso estd sendo solicitado o registro do SIMTar como software aberto.

6.2| Trabalhos futuros

SIMTar € executado em linha de comando. No entanto, isso ndo representa um impedimento para
usudrios que ndo possuem familiaridade com programacao, pois estd implementado para ser executado
através de um gerenciador, facilitando o processo de execucao. Além disso, o tutorial SIMTar explica
passo a passo o que deve ser feito para sua execugdo e aplicagdo na espécie padrao (humana) ou
em outras espécies. No entanto, o desenvolvimento de uma interface grafica para configuracdao dos
parametros e execugdo da ferramenta, respeitando critérios de usabilidade, deve facilitar o uso SIMTar
para usudrios ndo habituados com interfaces baseadas em texto e linha de comando. Além disso, o
desenvolvimento de métodos de vizualizagdo grifica dos resultados contribuirdo para uma melhor
interpretagdo dos mesmos.

Além disso, como ja mencionado, um bom experimento para o SIMTar seria executd-lo tendo

como entrada um grande nimero de SNPs vindos de um estudo de associac¢ao.



Apéndice A

SNPs utilizados no estudo de caso de SIMTar

Relacdo de genes e SNPs associados a esquizofrenia utilizados na execucio de SIMTar.

Genes | MTHFR RGS4 PLXNA2 DISC1 TPHI1 DRD4 DRD2 GRIN2B DAO HTR2A DAOA CHRNAT
rs1B801133 | rs2001319 | rsB41865 rsATATS9T | rsiBOO532 | rs1B00955 | rs10T9597 | rs1019385 | rs4023951 rso3iil rsTT8293 rsif2o019
rs1801131 | rs10917670 | rsT52016 | rs11122359 | rs1799913 ( rsT47302 | rs1799732 | rs1805502 rs6313 rs2391191

rs®51430 | rs2498028 | rs1311783 rs1800497 | rs1B06201 ! rsodl4 rs3916965
rs951439 | rs1327175 | rs1322784 rs1801028 rs21119402 rs3916966
rs1934909 rso275 rs3T41775 rs3916967
rs1984895 rs6277 rs3825251 rsieLe9Tn
rs2038630 3918340 rs3916971
rs2255340 rs3918347 rs3918342
rs2492367 rs4023951 rsTT8293
" rs2738804 rsTT8294
oL rs3T38401 947267
rsonT5281
rs751229
rs821597
rs82lalo
rs843979
rs9432024
rs999710
rsiT37597
rs 1000731
Genes TP53 IL1B GAD1 ZNFR04A ERBB4 PRODH COoMT DRD1 DTNBP1 RELN NRG1
rsl042522 rslo944 rsAT49034 | rs1344706 rs839513 rsi8i%od rsT37865 rs45321 rs3213207 |rs7341475 | rs10503929
rs1143634 rs3T2055 rs165599 rs1011313 | rs155333 | rs2439272
rsla5774 rs1018381 | rs262355 | rs2400058
rs4633 rs1047631 | rs39339 | rs2954041
rsda40316 rs 1474605 rs3ST53505
rs4680 rs1 7470454 rs3924999
rs4818 rs1997a79 rs4733376
rs6267 rs2005976 rsG988339
ID SNP rsT3786S rslol9512 rs994992
rs 740603 rs2619528 rsT76401
rs7Ta9224 rslol 9538
rs2619539
rs3213207
rsT42105
rsT42100
rsTo0666
rs 160761
s 706

Figura A.1: Relacdo dos 23 genes e 114 SNPs utilizados no estudo de caso.
SNPs identificados por SIMTar. Em vermelho estdo destacados apenas aqueles SNPs
que ndo foram identificados alterando sitios alvos de miRNAs.
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