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RESUMO

FRANCA, G.S. Estudos sobre a organizacdo gen6mica, evolucdo e expressdo de
microRNAs. 2015. 145p. Tese — Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas
(Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs ndo codificadores de proteinas presentes na
maioria dos eucariotos. Esses RNAs regulam a expressdo génica em nivel pos-transcricional
através do silenciamento de mRNAs-alvo que possuem sitios complementares as suas
sequéncias, atuando em praticamente todos os processos celulares. Embora a estrutura e funcéo
dos miRNAs estejam bem caracterizadas, aspectos relacionados a sua organizacdo gendmica,
evolucdo e atuacdo em doencas sdo topicos que apresentam enormes lacunas. Nesta tese,
utilizamos abordagens computacionais para investigar estes temas em trés trabalhos. No
primeiro, processamos e integramos um vasto volume de dados publicamente disponiveis
referentes aos mMiRNAs e genes codificadores de proteinas para cinco espécies de vertebrados.
Com isso, construimos uma ferramenta web que permite a facil inspecdo da organizacdo
gendmica dos miRNAs em regides inter e intragénicas, o acesso a dados de expressdo de
miRNAs e de genes codificadores de proteinas (classificados em genes hospedeiros e nao
hospedeiros de miRNAs), além de outras informacGes pertinentes. Verificamos que a
ferramenta tem sido amplamente utilizada pela comunidade cientifica e acreditamos que ela
possa facilitar a geracdo de hipdteses associadas a regulacdo dos miRNAs, principalmente
quando estdo inseridos em genes hospedeiros. No segundo estudo, buscamos compreender
como o contexto gendmico e a origem evolutiva dos genes hospedeiros influenciam a expressédo
e evolucdo dos miRNAs humanos. Nossos achados mostraram que os miRNAS intragénicos
surgem preferencialmente em genes antigos (origem anterior a divergéncia de vertebrados).
Observamos que 0os miRNAs inseridos em genes antigos tém maior abrangéncia de expressao
do que os inseridos em genes novos. Surpreendentemente, mMiRNAS jovens localizados em
genes antigos sdo expressos em um maior nimero de tecidos do que os intergénicos de mesma
idade, sugerindo uma vantagem adaptativa inicial que pode estar relacionada com o controle da
expressao dos genes hospedeiros, e como consequéncia, expondo-os a contextos celulares e
conjuntos de alvos diversos. Na evolucdo a longo prazo, vimos que genes antigos conferem
maior restricdo nos padrdes de expressdo (menor divergéncia de expressdo) para miRNAs
intragénicos, quando comparados aos intergénicos. Também mostramos possiveis associagdes
funcionais relacionadas ao contexto genémico, tais como o enriquecimento da expressdo de
miRNAs intergénicos em testiculo e dos intragénicos em tecidos neurais. Propomos que o0
contexto genémico e a idade dos genes hospedeiros sdo fatores-chave para a evolugéo e
expressdo dos miRNAs. Por fim, buscamos estabelecer associacbes entre a expressao
diferencial de miRNAs e a quimioresisténcia em cancer colorretal utilizando linhagens
celulares sensiveis e resistentes as drogas 5-Fluoruracil e Oxaliplatina. Dentre 0s miRNAs
identificados, 0 miR-342 apresentou niveis elevados de expressdo nas linhagens sensiveis a
Oxaliplatina. Com base na analise dos alvos preditos, detectamos uma significativa associacdo
de miR-342 com a apoptose. A superexpressdo de miR-342 na linhagem resistente SW620
evidenciou alteraces na expressdo de genes da via apoptdtica, notavelmente a diminuicdo da
expressao do fator de crescimento PDGFB, um alvo predito possivelmente sujeito a regulacéo
direta pelo miR-342.

Palavras-chave: microRNAs, bioinformatica, evolugdo molecular, expressdo génica, cancer
colorretal



ABSTRACT

FRANCA, G.S. Studies on the genomic organization, evolution and expression of
microRNAs. 2015. 145p. Tese — Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas
(Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

MicroRNAs (miRNASs) are short non-coding RNAs found in most eukaryotic species. These
RNAs regulate gene expression at post-transcriptional level by silencing target mMRNAs through
base-pairing of complementary sequences, thus acting on virtually all cellular processes.
Although the structure and function of miRNAs are well understood, several aspects related to
their genomic organization, evolution and involvement with diseases are largely underexplored.
In this thesis, we employed computational methods to investigate such issues in three different
studies. In the first one, we have processed and integrated a large amount of public data related
to miRNAs and coding genes for five vertebrate species. Then, we developed a webtool to allow
the analysis of the miRNA genomic context in inter and intragenic regions, the access of
miRNA and gene expression data (classified as host and non-host genes), as well as other
relevant information. We noticed that the webtool has been largely used by the scientific
community, and we believe that it can facilitate hypothesis generation related to miRNA
regulation, especially when they are within host genes. In the following study, we sought to
understand how the genomic context and the evolutionary origin of host genes can affect the
expression and evolution of human miRNAs. Our findings showed that intragenic miRNAs are
preferentially embedded within old host genes (originated before the split of vertebrates). We
observed that miRNAs within old genes are more broadly expressed than those within young
genes. Surprisingly, young miRNAs within old genes were expressed in more tissues than their
intergenic counterparts, suggesting an initial adaptive advantage which might be related to their
hosts’ expression control, and as a consequence, exposing them to a more diverse cellular
contexts and target genes. In the long run, we found that old host genes lead to expression
constraints (lower expression divergence) between species for intragenic miRNAs, in respect
to intergenic ones. We also showed possible functional associations related to miRNA genomic
context, such as the enrichment of young intergenic miRNAs in testis, while young intragenic
miRNAs were enriched in neural tissues. Thus, we propose that the genomic context and the
age of the host genes are key factors in shaping the expression and evolution of miRNAs.
Finally, we sought to establish associations between differential expression of miRNAs and
chemoresistance in colorectal cancer using resistant and sensitive cell lines to 5-Fluoruracil and
Oxaliplatin. Among differentially expressed miRNAs, miR-342 was highly expressed in
sensitive cell lines to Oxaliplatin. Based on target prediction analysis, miR-342 is likely
associated with apoptosis. The induced overexpression of miR-342 in SW620, a cell line
resistant to Oxaliplatin, changed the expression levels of genes linked to the apoptosis pathway,
notably the downregulation of PDGFB growth factor, which is a predicted target possibly
subjected to direct regulation by miR-342.

Keywords: microRNAs, bioinformatics, molecular evolution, gene expression, colorectal
cancer
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1.1 MicroRNAs: Biogénese e estrutura

O surgimento dos organismos multicelulares foi acompanhado de um notavel aumento
da complexidade dos mecanismos de regulacdo da expressdo génica, incluindo novos
mecanismos de regulacdo pos-transcricional (Levine e Tjian 2003). A descoberta dos
microRNAs (miRNAs) teve um profundo impacto na compreensédo desse tema. Esta classe de
RNAs ndo codificadores foi descoberta quando Lee et al. (1993) observaram que o gene lin-4,
cuja perda de funcdo resulta em um descompassamento da diferenciacdo celular durante o
desenvolvimento larval de C. elegans, ndo codificava para uma proteina, mas para um RNA
com tamanho aproximado de 61 nt (nucleotideos) e outro de 22 nt. O RNA mais longo era capaz
de formar uma estrutura predita em forma de hairpin, proposta como precursor do RNA mais
curto. Estudos anteriores (Ambros e Horvitz 1987) ja indicavam que o lin-4 atua como
regulador negativo de lin-14, um gene codificador de proteina também envolvido com a
regulacdo temporal do desenvolvimento de C. elegans. Tanto Lee et al. (1993) quanto
Wightman et al. (1993) verificaram que 0 mMRNA de lin-14 possuia sete sitios complementares
aos transcritos de lin-4 na sua regido 3’UTR, mostrando que a diminuic¢ao dos niveis da proteina
LIN-14 dependia da regulagdo por lin-4, especificamente quando os sitios complementares a
lin-4 estavam presentes na regido 3°’UTR em construgdes repdrteres. Em conjunto, ambos os
estudos foram pioneiros em sugerir um novo modelo de regulacéo pds-transcricional em que a
expressao de lin-14 € inibida pelo pareamento antisenso de lin-4. Esses estudos marcaram a
descoberta de uma nova classe de RNAs curtos, posteriormente denominados de microRNAS
(Lagos-Quintana et al. 2001), e que hoje constitui uma das maiores classes génicas em plantas
e animais (Pasquinelli 2012).

Os miRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase 11 em longos RNAs dupla-fita primarios
(pri-miRNAs) cujo tamanho varia de centenas a milhares de bases (kb), contendo cap 5° 7-

metilguanosina e cauda poly(A) (Cai et al. 2004; Lee et al. 2004). Na via de biogénese candnica,
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o pri-miRNA sofre duas etapas principais de processamento. A primeira é a clivagem no nucleo
celular pela enzima RNase 111 Drosha, que converte o pri-miRNA em uma molécula precursora
(pre-miRNA) de ~70 nt e esta forma uma estrutura secundaria em hairpin (ou stem-loop),
podendo excisar um ou mais pre-miRNAs (quando estes encontram-se agrupados em clusters).
A Drosha faz parte de um complexo que contém uma proteina de ligagio RNA dupla-fita
(dsRNA) chamada DGCR8 em mamiferos, cujo papel estd relacionado com o aumento da
afinidade da RNase 111 pelo substrato, assegurando a precisdo da clivagem (Denli et al. 2004). A
clivagem pela Drosha deixa uma marca caracteristica no RNA, que sdo dois nucleotideos
excedentes na extremidade 3’. O transportador nuclear Exportin 5 reconhece essa extremidade
caracteristica do pre-miRNA, facilitando o transporte para o citoplasma (Bohnsack et al. 2004).
No citoplasma ocorre uma segunda etapa de processamento, dessa vez o loop terminal do pre-
miRNA é clivado por outra RNase Ill, Dicer, produzindo o miRNA maduro dupla-fita de 18-24
nt (Figura 1). Da mesma maneira que a Drosha, a enzima Dicer interage com outra proteina de
ligacdo dsRNA, chamada TRBP em mamiferos, que auxilia na estabilizacéo e no posicionamento
correto da clivagem (Hutvagner et al. 2001). O miRNA maduro é entéo incorporado no complexo
RISC (RNA-induced silencing complex) contendo a proteina AGO2 (em mamiferos). A AGO2 é
responsavel pela interacdo direta com o miRNA, promovendo a acomodacgdo estrutural da
molécula no complexo de silenciamento. Quando o0 miRNA ¢é incorporado ao RISC, uma de suas
fitas e selecionada como miRNA maduro (guide strand) e mantida no complexo, enquanto a outra
fita (passenger strand) € posteriormente degradada. Em geral, a fita selecionda é aquela que
apresenta menor estabilidade termodinamica na porgao terminal 5°, associada a um Vviés para
presenca de Us e purinas (Khvorova et al. 2003). A fita selecionada € responsavel por guiar o
complexo RISC para mRNAs-alvo contendo sitios complementares a sequéncia do miRNA
maduro, cumprindo assim sua funcdo no silenciamento da expressdo génica por promover a

degradacdo do mRNA-alvo e/ou a inibicéo da traducéo (ver secdo 1.4). As etapas principais do
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processamento dos miRNAs mencionadas acima estdo ilustradas na Figura 1, que ressalta ainda
a via biogénica ndo canonica dos “mirtrons”, em que o0 pre-miRNA esté& contido no préprio intron
de um gene (geralmente codificador) e passa a ser excisado pela maquinaria de splicing, uma

etapa que independe do processamento da Drosha.

Processamento canénico Mirtrons
E RNAPI E RNAPII
* Transcricao y} Transaricao
G o ERRIBBAZ-AAAA
miRNA maduro
Diosha
!
DGCR8 e AAAA
mG ! L_AAAA \_Spliceossom
pri-miRNA -
\ S I. ;
Processamento [pLED,
pre-miRNA [
\ [
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A :\
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Exportin 5\\ P
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miRNA/miRNA* dup}
l r::m
‘Passenger strand’  alvo pela ‘guide strand’

degradagao complexo miRISC
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- J S AAA A%/\

Represséo da tradug@o efou deadenilagao

Figura 1. Biogénese dos miRNAs. As etapas da via canbnica envolvem a transcricdo de um miRNA
primério pela RNA polimerase I (RNAPII) e que é processado pela Drosha-DGCRS, gerando o pre-
miRNA. O pre-miRNA é exportado para o citoplasma onde sofre um novo processamento pela Dicer-
TRBP gerando 0 miRNA maduro que guia o complexo RISC para RNAs alvo. O complexo induz a
repressdo da traducdo ou deadenilacdo (pela CAF1-CCR4) e posterior degradacdo. A proteina GW182
é um elemento central do complexo, funcionando como scaffold para outras proteinas. Na via ndo
candnica, miRNAs contidos em introns podem ser excisados pela maquinaria de splicing sem sofrer a
primeira etapa de processamento. Figura modificada de Krol et al. (2010).
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O pre-miRNA possui uma estrutura tipica em formato de hairpin com tamanho
aproximado de 60 a 80 nt. A porcédo central € mantida pelo pareamento complementar, muitas
vezes imperfeito, do brago 5’ com o brago 3°. A porcédo central do RNA contém a regido madura
com cerca de 22 nt, chamada miRNA-miRNA* duplex, enquanto a porcéao terminal € constituida
por um loop que € excisado pela Dicer. O miRNA-miRNA* duplex possui 2 nt livres nas
extremidades 3’, marcas tipicas do processamento pelas endonucleases Drosha e Dicer (Ambros
et al. 2003). Os miRNAs maduros possuem uma regido definida como seed, que se estende do
segundo ao oitavo nucleotideo da sequéncia, sendo determinante para o reconhecimento dos alvos

(ver mais detalhes na secéo 1.4) (Figura 2).

pre-miRNA miRNA maduro: miR-1-5p
cel-mir-1 Drosha) T T o e
UA : LG CH : AC A
5 ACCG \CCG,ﬂQCUGCAUACUUCII_,CUUACAU CCAer-}d: (?Lllﬁlf‘?ooi
3’UGGU GGC\/G,AUGUAUGAAG /AAUGUA! GGL.IEAU GGUAA pA-
\G G A/ \A. : SEEd h A A — _.--'

miRNA maduro: miR-1-3p

Figura 2. Regido do pri-miRNA contendo o pre-miRNA. A figura ilustra a estrutura secundaria em
formato de hairpin do pre-miRNA, onde estdo indicadas as regides maduras e seed, e sitios de
processamento da Drosha e Dicer. Modificado de Watson et al. (2013).

1.2 Contexto gendmico dos miRNAs

Os miRNAs podem ser transcritos a partir de regides intergénicas ou intragénicas, neste
altimo caso, sobrepostos a regides intronicas ou exonicas de genes codificadores ou néo-
codificadores de proteinas (Figura 3). Ainda, 0s miRNAS apresentam-se como elementos unicos
ou agrupados em clusters (Figura 3). Os membros de um cluster usualmente provém de uma
origem evolutiva comum (secdo 1.5) e em alguns casos podem atuar de forma coordenada na
regulacdo de um mesmo processo bioldgico, como o cluster mir-183-96-192 em camundongo,

cujos alvos estdo envolvidos na via de sinaliza¢do da insulina (Xu e Wong 2008). Estima-se que
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~35% dos miRNAs humanos estejam organizados em clusters (Altuvia et al. 2005), embora uma
reanalise utilizando a anotacdo atual podera indicar diferencas nesta estimativa.

Diversos trabalhos tém demonstrado um excesso significativo de miRNAS sobrepostos
a genes codificadores de proteinas (Rodriguez et al. 2004; Campo-Paysaa et al. 2011; Hinske
et al. 2010; Meunier et al. 2013). Este excesso é notadamente observado em espécies de
vertebrados, em geral nas regiGes intrénicas e com viés para a mesma orientacdo transcricional
(orientacéo sense) dos seus genes hospedeiros (host genes) (Campo-Paysaa et al. 2011; Hinske
et al. 2010). Cerca de 60% dos miRNAs anotados na espécie humana (miRBase v.20, Junho
2013) apresentam sobreposicdo com genes codificadores de proteinas, dos quais ~84%
encontram-se na mesma orientacdo dos seus genes hospedeiros (Hinske et al. 2014).

O primeiro estudo a investigar a organizacdo de miRNAs em regides génicas de modo
sistematico revelou que dos 232 miRNAs anotados na época em humanos e camundongo, 161
(69%) estavam sobrepostos a regides génicas, sendo 40% (90) contidos em introns de genes
codificadores de proteinas (Rodriguez et al. 2004). A presenca de miRNAs predominantemente
na mesma orientacdo transcricional dos genes hospedeiros indicam a possibilidade de co-
transcricdo. No trabalho de Rodriguez et al. (2004) essa hipdtese foi testada para cinco casos,
dos quais quatro apresentaram nitido padrdo de co-expressdo. Posteriormente, Baskerville e
Bartel (2005) identificaram 16 casos adicionais de co-expressdo (r > 0.4) pela técnica de
MicroArray. Essa questdo foi abordada em maior escala por Ozsolak et al. (2008) que
identificaram promotores associados a transcricdo dos miRNAs e determinaram quais s&o
potencialmente compartilhnados com os genes hospedeiros. O estudo revelou que ~30% dos
miRNAs intrénicos analisados séo transcritos independentemente dos genes hospedeiros por
promotores exclusivos, reforcando a idéia de que a co-regulagdo dos genes hospedeiros e

miRNAs intragénicos € um evento comumente observado.
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pri-miRNA em regido intergénica
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Figura 3. Organizacdo gendbmica dos miRNAs. Representacdo das possiveis regifes genémicas a
partir das quais os miRNAs podem ser transcritos. As linhas em verde claro representam regides
intrénicas, verde escuro exdnicas e azul intergénicas. Modificado de Watson et al. (2013).

Associacdes funcionais e feedbacks regulatdrios envolvendo miRNAs e genes
hospedeiros ilustram como essa organizacdo genémica pode ter um papel funcional importante
em determinados fenotipos. O miR-26b (anotacéo atual: miR-26a-2), por exemplo, esta contido
no gene CTDSP2 e ambos sdo co-transcritos (Dill et al. 2012). Em um modelo de
desenvolvimento de zebrafish, demonstrou-se que o processamento do mir-26b ocorre
especificamente durante a diferenciacdo das células neuronais. Curiosamente, 0 miR-26b inibe
diretamente a expressao do seu proprio gene hospedeiro. Como consequéncia, os niveis reduzidos
da fosfatase CTDSP2 permitem que a RNA polimerase Il transcreva genes de diferenciacdo
neuronal em células-tronco neurais (Dill et al. 2012). Um outro exemplo € o papel cooperativo
de miR-26a-1/2/b e seus respectivos genes hospedeiros CTDSPL, CTDSP2 e CTDSP1 na

regulacdo do ciclo celular (Zhu et al. 2012). No caso do mir-483, localizado no segundo intron
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do gene IGF2 (Insulin-like growth factor 2), um feedback regulatério positivo ocorre pelo
pareamento incomum do miR-483-5p na regido 5° UTR do mRNA de IGF2, o que favorece a
associacao da helicase DHX9, promovendo a transcricdo do gene hospedeiro. O aumento da
expressao de miR-483-5p e o consequente aumento de IGF2 esta associado com a tumorigénese
em modelos animais (Liu et al. 2013). Varios outros exemplos de interacdes envolvendo miRNAs
e seus genes hospedeiros foram reportados (Barik 2008; Hinske et al. 2010; Kos et al. 2012),

evidenciando a importancia funcional desse tipo de organizagdo genémica.

1.3 Identificagdo de miRNAs pelo método de RNA-Seq

Inicialmente, a caracterizacdo dos primeiros miRNAs ficou limitada as técnicas de
genética direta (forward genetics) e clonagem, que impunham enormes dificuldades por causa
do seu pequeno tamanho, efeitos fenotipicos muitas vezes discretos e expressdo em condi¢des
ou tipos celulares especificos (Mendes et al. 2009). Este cenario mudou drasticamente com o
desenvolvimento da tecnologia de RNA-Sequencing (RNA-Seq), que tem permitido a
identificacdo e caracterizagdo de novos transcritos a um baixo custo e alta eficiéncia. Gragas a
essa tecnologia, o repositério oficial de miRNAs, o miRBase (Kozomara e Griffiths-Jones
2011), tem sofrido um incremento notavel nos Gltimos anos, contando atualmente (miRBase
versao 21, Junho de 2014) com cerca de ~28.000 precursores anotados em um vasto conjunto
de espécies. Na espécie humana por exemplo, ha 1.881 precursores anotados e 2.588 miRNAs
maduros, o que hoje constitui uma das maiores classes de genes do genoma humano.

A correta identificacdo dos miRNAs pelo método de RNA-Seq depende
essencialmente das caracteristicas intrinsecas que os distinguem de outros RNAs curtos. Um

experimento de RNA-Seq usualmente gera dezenas ou centenas de milhdes de sequéncias,
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cuja localizagdo gendmica e posicao na molécula precursora devem ser determinadas. Se as
sequéncias geradas (reads) forem provenientes de miRNAs maduros, ap6s 0 mapeamento
contra 0 genoma de referéncia, as sequéncias mais abundantes devem conter entre 18-24 nt e
apresentarem um padrdo de mapeamento consistente com a estrutura da molécula precursora
e com o processamento pela Drosha e Dicer, sendo predominante em um dos bragos (5’ ou
3”) de miRNAs precursores (Figuras 4A e 4C). Além disso, reads provenientes da regido
madura geralmente apresentam distribuicdo uniforme em relacdo as extremidades
correspondentes aos sitios de clivagem da Drosha e Dicer, em especial na extremidade 5’ que
define a regido seed. Porém, em alguns casos pode haver uma pequena variacao, resultado da
clivagem em sitios distintos ou pela atividade de exonucleases e modificacdes poés-
transcricionais (Pritchard et al. 2012) (Figuras 4A e 4C). Essas variantes sao conhecidas como
isomiRs. Por outro lado, se os reads ndo apresentarem este padréo caracteristico, € improvavel
que sejam produto da clivagem precisa da Drosha e Dicer. Na pratica, a distribuicdo dos reads
ao logo do precursor seguird um padrdo proximo ao aleatorio, por exemplo, e que
possivelmente representam RNAs ndo processados completamente ou RNAs degradados
(Figura 4B).

Apdés a identificacdo ou caracterizacdo de novos miRNAs, 0 passo seguinte € a
quantificacdo da expressao génica, dada basicamente pelo nimero de reads que mapeiam nas
respectivas regides gendmicas anotadas como mMiRNAs. Uma série de metodos de
normalizacdo que permitem a comparacdo da expressdo de genes dentro e entre amostras
foram desenvolvidos ao longo dos ultimos anos, sendo que praticamente todos os métodos
levam em conta como fator de normalizacdo a quantidade de reads mapeados. Para miRNAS,
dois dos métodos mais utilizados foram implementados nos pacotes DESeq (Anders e Huber
2010) e edgeR (Robinson et al. 2010). Ambos os métodos assumem que a maioria dos genes

nédo sdo diferencialmente expressos. No primeiro metodo, o fator de normalizacdo para cada
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amostra (ex. tecido ou linhagem celular) é dado pela mediana da razdo do niumero de reads
correspondentes a cada gene sobre a média geométrica da contagem de reads do respectivo
gene em todas as amostras (Seyednasrollah et al. 2013). No segundo, o fator de normalizacdo
chamado TMM (Trimmed Mean of M-values) € calculado para cada amostra tomando-se uma
delas como referéncia e as outras como teste. Para cada amostra teste, 0 TMM ¢ calculado
pela média ponderada das razdes do nimero de reads entre a amostra teste e a referéncia em
escala log, ap6s a exclusdo dos genes mais e menos expressos. A normalizacao da expressao
génica é entdo obtida dividindo-se o nimero de reads mapeados no miRNA por este fator de
normalizacdo. A idéia é que para genes ndo diferencialmente expressos, o fator de
normalizacdo deve ser proximo de 1 (Seyednasrollah et al. 2013). Em resumo, esses métodos
preocupam-se em considerar as diferencas na quantidade de reads mapeados para cada
amostra e as diferencas extremas de expressdo observadas entre 0s genes, tornando

comparavel a expressdo génica dentro e entre amostras.



25

miRNA-5p reads (sequéncias)
' reads
5 cher —
“\\:—__ \\\'--_ Y
L —
! P e—
3 Loop
Drosha mlRNA -3p
Loop -3p
Total
%) 5’ CGGGEUUGGUUGUUAN Ml i A NG T GG UGUGGAGUCTTCE e elm et el e WO e A A AR AUAACCCCA 3
632 e UCUUUGGUUAT CUAGLUGTATG A~ — — — = === = == — — =
98  ——— UCUUTGGEUUAYCTAGCUGUATG —— — == == === = = ——— ————m e
48 e U CUUT GG U AT Cl A G- — === == = = = — —m
18 mmm—mm—m——— UCUUTGGUUAY CTAGCUGU A~ — = — == == = — = = = —
16 —————m————— UCUUTGGUUAT CTAGCUGUAT — == — == == = — = —— e e
13 m—mmmmm———— UCUUTGGUUAT CITAG  — == = == = — = m e
03  —————————————— UCUUTGGUUAT CTAGC UG — == = — == — —m e
03 mmmmmmmmmm o CUUTGGUUAUCTAGCUGUATG A= = == = = = = = e e e e e e e e e e
1 UUUGGUUAUCTUAGCUGUATGA ~ - —— = ————— ———— —— —— ———
1 AUAALGCUAGAURACCGAARGUA————————————
14 m e AUAALGCUAGAURACCGARRGT-—————————————
BB mmm e UAALGCUAGAURACCGRARGUA-———————————
14 mmm e URALGCUAGAURACCGRAAGUAR———————————
1 mmm e URALGCUAGAURACCGRARGU-—————————————
-5p
5 c GUUG uC U UG
GGGEUUG [l U U U GGUUATCUAGCT =G U©
hsa-mir-9-1 il G Loop
CCCCRAU anll  PEERENGEENRE Miflcuu cu G
3a —-ARL (G A |} - Gh
3p

Figura 4. ldentificacdo de miRNAs. A) As sequéncias geradas por um experimento de RNA-Seq
provenientes de mMiRNAs maduros devem apresentar um padrdo caracteristico de mapeamento, precisa
e abundantemente em uma das regides maduras do precursor. B) Quando as sequéncias apresentam um
padrdo aleatério de mapeamento, ndo se pode assumir os reads correspondam a miRNAs maduros. C)
Exemplo do padrdo de mapeamento do mir-9-1 humano, mostrando que a maioria dos reads
correspondem a uma sequéncia predominante, que em geral provém de uma das regides maduras (-5p
ou -3p). Figura adaptada de Berezikov (2011) e Pritchard et al. (2012).

1.4 Reconhecimento de alvos e mecanismos de silenciamento

Os miRNAs podem inibir a expressdo dos seus alvos através de dois mecanismos,
promovendo a degradacao e/ou a repressao da traducao do mRNA alvo (Bartel 2009). A interacédo

dos miRNAs com seus alvos se da pelo pareamento de bases complementares, usualmente na
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regido 3’UTR de RNAs mensageiros (Figura 5A). Ao longo dos Gltimos anos, uma série de
parametros bioldgicos que definem o reconhecimento dos alvos foram elucidados (Grimson et al.
2007; Bartel 2009; Friedman et al. 2009). O mais importante é que 0 reconhecimento da
sequéncia alvo em animais depende do pareamento completo da regido seed (Figura 5A, exemplo
1), que compreende o trecho do segundo ao oitavo nucleotideo da sequéncia madura (Figura 2).
A presenca de uma adenina na posi¢do 1 e uma adenina ou uracila na posi¢do 9 aumentam a
eficiéncia da interacdo miRNA-mRNA (Grimson et al. 2007). Em animais, o pareamento na
porcéo central e final do miRNA quase sempre é imperfeito. Em alguns casos, este pareamento
pode exercer um efeito compensatorio quando a complementaridade da seed ndo é perfeita
(Figura 5A, exemplo 2) (Bartel 2009; Pasquinelli 2012). Além disso, regifes ricas em AU na
sequéncia do mRNA conferem maior acessibilidade estrutural ao complexo RISC. Alvos
localizados nas extremidades da regido 3> UTR tambem estdo associados a uma maior eficiéncia
na atuagdo do miRNA (Grimson et al. 2007; Friedman et al. 2009; Bartel 2009). Multiplos sitios-
alvo para 0 mesmo ou diferentes miRNAs tambem contribuem para uma maior eficiéncia da
repressao. Quando esses sitios estdo proximos, um efeito cooperativo tende a ocorrer. Os niveis
de expressdo dos miRNAs e de seus alvos também influenciam a eficiéncia da regulagéo (Chang
e Mendell 2007; Ameres e Zamore 2013).

Embora esses parametros sejam suficientes para definir boa parte das interagdes miRNA-
MRNA, a complexidade dessas interacdes ainda esta longe de ser bem compreendida. Ha casos
em que 0 miRNA liga-se a regido codificante ou 5’UTR de mRNAS sem que necessariamente
ocorra um pareamento perfeito da seed (Figura 5A, exemplo 3). Em outros casos o0 pareamento
pode ocorrer na regido central do miRNA maduro (ex. miR-124 e o gene RPTOR), e em plantas
0 pareamento em geral é praticamente perfeito entre toda a extensdo do miRNA maduro e a regido

alvo (Figura 5A, exemplo 4) (Pasquinelli 2012). Além disso, a regulacdo por miRNAs nédo €
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restrita a genes codificantes, podendo também regular outras classes de genes como INcCRNAs e
pseudogenes (Poliseno et al. 2010; Chiyomaru et al. 2014).

Para que a traducdo ocorra, é necessario que 0s mMRNAs contenham a estrutura 5° cap e
uma cauda 3’-poly(A). Os fatores que se associam com o 5’cap € a cauda poly(A) interagem
entre si: a proteina estabilizadora da cauda poly(A) PABP interage com o fator de iniciacao
elF4G, que associa-se ao 5’ cap (intermediado pelo elF4E), configurando uma estrutura circular
do mRNA que ¢é eficientemente traduzido e protegido de degradacdo (Ameres e Zamore 2013).
Acredita-se que a inibicdo mediada pelo complexo miRISC ocorre principalmente no inicio da
traducdo, interferindo no reconhecimento do 5 cap pelo complexo que liga-se a esta estrutura,
que, intermediado pelo fator elF4F, impede que a subunidade 40S do ribossomo se posicione
para o inicio da traducdo (Figura 5B) (Fabian et al. 2010; Huntzinger e lzaurralde 2011). Ha
evidéncias de que a traducdo pode ser inibida apds a iniciacdo, em que o complexo miRISC
impede o avango do ribossomo (modelo conhecido como ribosome drop-off) (Figura 5B)
(Stefani e Slack 2008).

Além da inibicédo da tradugdo, os miRNAs podem induzir a degradagdo dos mMRNAs
alvos. Acredita-se que o complexo miRISC interage com o complexo deadenilase, que por
intermédio das proteinas CCR4 e NOT, promove a desestabilizacdo e degradagdo da cauda
poly(A) do RNA mensageiro. Em seguida o cap é removido pela enzima DCP1-DCP2,
tornando possivel a degradagdo do mRNA por exonucleases 5°-3°(ex., XRN1) (Huntzinger e
Izaurralde 2011) (Figura 5B).

Ainda é discutivel o0 mecanismo majoritario (inibicdo da traducdo ou degradacdo do
MRNA) pelo qual ocorre o silenciamento por miRNAs. Estudos em mamiferos sugerem que a
degradacdo do mRNA explica grande parte (~84%) da reducdo dos niveis protéicos (Guo et al.
2010). Entretanto, analises em zebrafish e Drosophila indicam que a repressdo da traducdo

precede a degradacdo do mRNA (Bazzini et al. 2012; Djuranovic et al. 2012). Essas diferencas
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podem estar relacionadas com os tempos de medicdo dos niveis protéicos e dos mMRNAS nos
diferentes estudos apds a transfeccdo do miRNA testado, ou com a eficiéncia da degradacao
apos a desestabilizacdo do mRNA (Hu e Coller 2012), fazendo com que a deteccdo seja
favoravel a um ou outro mecanismo. Independente da ordem dos eventos, via de regra, a

consequéncia final é a diminuicdo dos niveis protéicos e de mRNAs (Selbach et al. 2008).
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1 Caenorhabditis elegans lin-14 3 Mus musculus Oct4
5'UTR [T codificante 3' UTR 5UTR |r. codificante 3'UTR
lin-143'UTR S'UUCUAC CUCAGGGAA 3 Octdexon  5'AACUC cc At aélcc aah 3
lin-4 miRNA 3, AG QUG { Gucccu miR470 3/ UGAGGG UC %%AGG ucqy
2 Caenorhabditis elegans lin-41 4 Arabidopsis thaliana SCL&-II
5'UTR r. codificante | 3'UTR 5'UTR| . codificante | 3'UTR
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Figura 5. Exemplos de interacdo miRNA-alvo e mecanismo de silenciamento. A) Exemplo 1: lin-4
e regido alvo na 3’UTR do gene lin-14, mostrando o modelo classico de pareamento perfeito da regido
seed. Exemplo 2: pareamento imperfeito da seed e pareamento compensatdrio na regido central do
miRNA. Exemplo 3: Alvo na regido codificante do gene Oct4 de camundongo. Exemplo 4:
Silencialmento em plantas, em que é comum o pareamento completo do miRNA, também em regido
codificante. Modificado de Pasquinelli (2012) B) llustragdo simplificada dos efeitos do complexo
miRISC, que impe a tradugdo do mRNA desfavorecendo o reconhecimento do 5° cap pelo ribossomo
ou a progressao do ribossomo, ou ainda pelo recrutamento de deadenilases (CCR4-NOT e PAN2-PAN3)
e posterior degradacdo. Modificado de Fabian e Sonenberg (2012).
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Os miRNAs tém o potencial de regular centenas de MRNAS, enquanto um mRNA pode
ser regulado por varios miRNAs. Devido a enorme complexidade das interagdes miRNA-alvo, a
caracterizacdo de tais interacBes por validacfes experimentais € um processo extremamente
laborioso (Bushati e Cohen 2007). Para lidar com essa dificuldade, inUmeras ferramentas
computacionais de predicdo de alvos foram desenvolvidas (ex. TargetScan, miRanda, PicTar,
miRmap, entre outros) e sdo extensivamente utilizadas neste tipo de analise. Estima-se que 0s
miRNAs controlam a atividade de pelo menos 30% a 60% dos genes codificadores de proteinas
em mamiferos (Friedman et al. 2009; Guo et al. 2010). Recentemente, o desenvolvimento de
abordagens experimentais em larga escala baseadas na co-imunoprecipitacdo de proteinas
ligadoras de RNA (RBPs — RNA binding proteins) e RNAs alvo, tais como PAR-CLIP, HITS-
CLIP e iCLIP, tém se mostrado eficientes na deteccdo das interacdes miRNA-mRNA (Hausser e
Zavolan 2014).

Os efeitos globais da regulacdo apresentam-se de maneiras distintas. Determinados
miRNAs provocam uma repressdo substancial dos seus alvos, a ponto de funcionarem como
switches genéticos (ex. let-7 e o alvo lin-4). Entretanto, 0 que tipicamente ocorre € uma
repressdo parcial, cujos efeitos fenotipicos podem ou néo ser claramente evidentes (Chen e
Rajewsky 2007). A maioria dos miRNAs é responsavel pelo ajuste fino da expressdo génica,
mantendo seus alvos em niveis estaveis de acordo com o programa celular estabelecido. Neste
sentido, os MIRNAs podem tanto ajustar os niveis médios de expressdo de seus alvos
(expression tuning), quanto ajustar a variancia da expressdo (expression buffering). Neste
ultimo caso, a maior contribuicdo é na manutencdo da estabilidade e robustez das redes

regulatorias (Wu et al. 2009; Li e Zhang 2013).
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1.5 Evoluc¢ao de miRNAs

Em animais, a distribuicdo filogenética dos miRNAs estende-se por praticamente todos
0s grupos de organismos. O mir-100, por exemplo, é compartilhado entre todos os bilaterados
e esta presente em cnidarios (Grimson et al. 2008). Na base dos principais eventos de irradiacdo
adaptativa observam-se concomitantes expansdes do repertorio de miRNAs. A presenca de um
conjunto de 34 miRNAs compartilnado entre protostdbmios e deuterostdmios sugere uma
expansao na base dos bilateria (Hertel et al. 2006). Outras expansdes sao observadas na origem
dos vertebrados e apds a separacdo dos mamiferos placentarios (Hertel et al. 2006; Heimberg
et al. 2008). Uma expansado ainda mais recente e numerosa ocorreu na base dos primatas, sendo
gue mais de 50% dos miRNAs humanos surgiu neste grupo (Ilwama et al. 2013). Ao contrario
dos genes codificadores de proteinas, a evolucdo dos miRNAs é um processo altamente
dindmico, caracterizado por altas taxas de ganhos e perdas, e expansfes linhagem-especificas
(Lu et al. 2008; De Wit et al. 2009; Berezikov 2011). Tais expansfes tém sido relacionadas
com o estabelecimento da complexidade morfoldgica dos vertebrados (Heimberg et al. 2008) e
no surgimento de caracteristicas espécie-especificas, como a participacdo do miR-941 na
sinalizac&o de neurotransmissores em humanos (Hu et al. 2012) e do miR-2786 no padréo de
desenvolvimento das asas em lepidoptera (ex. borboletas) (Quah et al. 2015).

Diferentes mecanismos de origem de novos miRNAs tém sido propostos. DuplicacGes em
tandem costumam geram copias locais de um miRNA pré-existente, dando origem a clusters de
miRNAS cujos membros possuem uma origem em comum, enquanto duplica¢cdes ndo-locais dao
origem a miRNAs em localizacGes gendmicas distintas (Figura 6, exemplo 1). Com o tempo, 0s
processos de subfuncionalizacdo e neofuncionalizacdo podem definir o destino funcional das
novas copias. Estima-se que cerca de um terco dos miRNAs humanos guardam homologia de
sequéncia entre si, podendo ser agrupados em familias génicas (Berezikov 2011). Ao contrario

dos genes codificantes, a origem de novo a partir de sequéncias intergénicas ou intrénicas €
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frequente. Nestes casos, 0 acimulo de mutagdes ao longo do tempo pode produzir uma estrutura
em hairpin, que passa a ser transcrita e reconhecida pela maquinaria de processamento, dando
origem a um novo miRNA (Berezikov 2011) (Figura 6, exemplo 2). A duplicacdo e origem de
novo sdo os dois principais mecanismos de origem de novos miRNAs, ambos contribuindo de
maneira equivalente para o repertério de miRNAs em vertebrados (Meunier et al. 2013). A
origem de miRNAs a partir de regiGes repetitivas (ex. transposons e retrotransposons),
pseudogenes, SnoORNAs e tRNAs também ja foram reportadas (Devor 2006; Piriyapongsa et al.
2007; Ender et al. 2008).

Em relacdo a conservacdo de sequéncia, a extensa regido que compreende o pri-miRNA
em geral é pouco conservada entre espécies. A conservacdo normalmente esta confinada a
sequéncia precursora, sendo que as regides madura e seed apresentam maior grau de

conservacao (Mohammed et al. 2013).
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Figura 6. Principais mecanismos de surgimento de novos miRNAs. Exemplo 1: Duplicagdes de um
miRNA pre-existente, sejam em cdpias locais (tandem) ou em diferentes regifes gendmicas, seguida de
sub- ou neofuncionalizacdo. Exemplo 2: Origem a partir de sequéncias intrénicas ou intergénicas, que com
0 tempo acumulam mutacGes, favorecendo a formacdo de uma estrutura secundaria que passa a ser
reconhecida pela maquinaria de processamento de miRNAs. Exemplo 3: Sequéncias derivadas de
elementos transponiveis e outros RNAs curtos podem dar origem a novos miRNAs. Figura adaptada de
Berezikov (2011).
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Os miRNAs antigos (ex. origem na base de Bilateria) tendem a apresentar expressao
elevada e ampla (diversos tecidos), enquanto os miRNAs novos (ex. origem em primatas)
comumente apresentam expressao baixa e restrita a um Unico ou poucos tecidos (tecido-
especificos) (Chen e Rajewsky 2007; Meunier et al. 2013), podendo ser fixados ou perdidos em
um curto periodo de tempo (Meunier et al. 2013; Lyu et al. 2014). Apds uma fase adaptativa
inicial, os mMiRNAs que foram preservados sofrem transi¢do para uma fase conservativa e passam
a ser gradualmente expressos em niveis mais elevados e em um maior nimero de tecidos, e
passam entdo a ser efetivamente integrados nas redes regulatorias e sujeitos a selecéo purificadora
mais intensa (Lyu et al. 2014). Embora o impacto funcional dos miRNAs novos para
determinacdo de um fenotipo especifico possa ser discreto e discutivel por causa do baixo nivel
de expresséo, sugere-se que o principal papel desses miRNAS esteja associado com 0 processo
de canalizagdo!, contribuindo para a manutencdo da estabilidade do transcriptoma (Hornstein e

Shomron 2006; Wu et al. 2009).

1.6 MiRNAs e cancer

Pelo fato dos miRNAs atuarem como reguladores globais da expressao génica, alteracoes
nas etapas de biogénese, expressdo, ou eventos mutacionais podem impactar processos celulares
béasicos como proliferacéo, apoptose, migracéo, etc. que, quando desregulados, contribuem para
o0 surgimento do cancer. A expressao diminuida ou a delecdo do cluster miR-15a € miR-16 em
cerca de 68% dos pacientes com leucemia linfoide cronica constitui uma das primeiras e mais
bem caracterizadas associacOes entre alteraces da expressdo de miRNAs e o cancer (Calin et al.
2004). Em tumores solidos, a expressdo aumentada de miR-17, miR-20, miR-21 e miR-92 sdo

exemplos bem estabelecidos dessa desregulacdo (Volinia et al. 2006). Em cancer colorretal, foco

! Capacidade dos sistemas bioldgicos resistirem a perturbagdes genéticas e ambientais através de mecanismos que
mantém uma caracteristica/fenotipo constante, diminuindo sua variabilidade (Hornstein € Shomron 2006).
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de um dos trabalhos desenvolvidos nesta tese, diversos miRNAs (ex. miR-21, miR-126, miR-
143, etc.) ja foram identificados como diferencialmente expressos em comparagdo com o tecido
normal, tendo como alvos reguladores-chave da proliferacdo (ex. KRAS), apoptose (ex. TP53),
migracdo (ex. RECK3 e TIMP3), dentre outros processos (ver revisdes em Slaby et al. (2009) e
Mazeh et al. (2013)).

A resisténcia aos compostos quimioterapicos representa uma das maiores barreiras para o
tratamento de diversos tipos de cancer. Duas das drogas mais utilizadas no tratamento do cancer
colorretal sdo a 5-Fluoruracil e Oxaliplatina (André et al. 2004). A 5-Fluoruracil é geralmente
utilizada como primeira opcao de tratamento, resultando em consideravel melhora na sobrevida dos
pacientes (Longley et al. 2003). Esta droga ¢ um analogo da uracila, que, ap6s entrar na célula, é
convertida em diferentes metabdlitos (FAUMP, FAUTP e FUTP), os quais inibem a sintese de RNA
e a acdo da timidilato sintase (TS). Essa enzima é responsavel pela sintese de timidina (nucleosideo
associado a timina) a partir de dUMP, cuja atividade é inibida competitivamente por analogos da
uracila, prejudicando a sintese de DNA e RNA (Longley et al. 2003). O miR-21 tém um papel
crucial na resisténcia a 5-FU, cuja expressao aumentada em cancer colorretal esté correlacionada
com a inibi¢do de MSH2, um importante componente do sistema de reparo (Valeri et al. 2010). A
Oxaliplatina é utilizada (geralmente em combinagdo com 5-FU) com significativa eficacia no
tratamento do cancer colorretal avancado (Andreé et al. 2004). Ela exerce seu efeito citotdxico como
um agente intercalante de DNA, em que o 4&tomo da platina liga-se covalentemente ao N’ de purinas,
causando danos no DNA e que por consequéncia ativam mecanismos apoptoticos (Wang e Lippard
2005). Qian et al. (2013) demonstraram que a superexpressdo de miR-143 esta associada com a
maior sensibilidade a essa droga na linhagem celular de cancer colorretal SW1116. Dessa forma,
estes dois exemplos ilustram a importancia dos miRNAs nos mecanismos de resisténcia a drogas e
seu potencial como alvos terapéuticos e por isso é crucial que novos esfor¢os melhor estabelecam

essas associagoes (ver revisdo em Allen e Weiss (2010)).
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2 Objetivos
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2.1 Objetivos gerais

Buscamos caracterizar o contexto genémico dos miRNAs em multiplas espécies,

integrando dados de anotacdo e expressdo de miRNAs e genes codificadores de proteinas em

uma ferramenta web. Além disso, propomos investigar como este contexto gendmico influencia

0s padrdes de expressao e evolucao dos miRNAs humanos. Também como objetivo desta Tese,

propomos identificar mMiRNAs que possam estar relacionados com mecanismos de resisténcia

ao tratamento com drogas quimioterapicas em linhagens de cancer colorretal.

2.2 Objetivos especificos

Construir um banco de dados para integracédo de dados de anotacéo e expressao de miRNAS
e genes codificadores de proteinas para cinco espécies de vertebrados, disponibilizando
essas informacBes em uma ferramenta web de facil uso, com um mecanismo de busca
eficiente e publicamente disponivel. Este estudo € apresentado como artigo publicado no
Anexo B.

Determinar a origem evolutiva de miRNAs e genes codificadores de proteinas humanos,
bem como os padrdes de expressdo em diferentes tecidos, relacionando-0s com o contexto
gendmico, idade evolutiva dos genes hospedeiros e aspectos funcionais dessas duas classes
de genes.

Identificar miRNAs diferencialmente expressos em linhagens celulares de cancer colorretal
resistentes e sensiveis a drogas quimioterapicas, buscando possiveis mecanismos
associados através de validacdo experimental in vitro e analise de alvos potencialmente

regulados.
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3 Materiais e Métodos
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3.1 Dados publicos utilizados

3.1.1 Genomas de referéncia

Os genomas de referéncia e suas respectivas versdes foram obtidos do UCSC Genome
Browser (http://hgdownload.cse.ucsc.edu/downloads.html) para as seguintes espécies: Homo
sapiens (Humanos): hgl9; Pan troglodytes (Chimpanzé): panTro4; Gorilla gorilla (Gorila):
gorGor3; Pongo abelii (Orangotango): ponAbe2; Macaca mulatta (Macaco Rhesus): rheMac3;
Callithrix jacchus (Sagui): calJac3; Mus musculus (Camundongo): mm10; Rattus norvegicus
(Rato): rn5; Bos taurus (Vaca): bosTau7; Canis familiaris (Cachorro): canFam3; Monodelphis
domestica (Opossum - gamba): monDomb5; Ornithorhynchus anatinus (Ornitorrinco): ornAnal;

Gallus gallus (Galinha): galGal4 e Danio rerio (Zebrafish): danRer7.

3.1.2 AnotagOes de miRNAs

As sequéncias em formato FASTA das regides precursoras e maduras dos miRNAs
anotados para as espécies mencionadas acima foram obtidas do repositério oficial de miRNAs,
0 miRBase (http://www.mirbase.org; versdo 20, Junho de 2013), bem como as coordenadas
genbmicas  dessas  regifes  extraidas de arquivos em  formato  GFF3

(http://gmod.org/wiki/GFF3), disponiveis em: ftp://mirbase.org/pub/mirbase/20/

3.1.3 Anotac0es de genes codificadores de proteinas

Os arquivos de anotacdo de genes e transcritos em formato GTF

(http://www.gencodegenes.org/gencodeformat.html) utilizados para a quantificagdo da

expressdo génica foram obtidos para Homo sapiens, Macaca mulatta, Mus musculus,
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Monodelphis domestica, Ornithorhynchus anatinus e Gallus gallus através do banco Ensembl

(http://www.ensembl.org) verséo 71.

3.1.4 Dados de expressdo de miRNAs

Dados brutos de RNA-Seq de pequenos RNAs foram obtidos em formato .sra,
disponiveis no NCBI Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nih.nlm.gov/geo; GEO).
Dados provenientes de tecidos normais para humanos foram obtidos dos seguintes datasets:
GSE46622 (colorretal), GSE33858 (pulmao), GSE47720 (célula pancreatica beta), GSE37686
(célula epitelial de retina), GSE32493 (célula B, linfocitos), GSE31617 (bexiga) e GSE19812
(células mononucleares de sangue periférico). Também foram utilizados os dados gerados por
Meunier et al. (2013) (acesso: GSE40499), que contém arquivos de sequenciamento de RNAS
pequenos para cinco tecidos (cerebro, cerebelo, coracao, rim e testiculo) de seis espécies (Homo
sapiens, Macaca mulatta, Mus musculus, Monodelphis domestica, Ornithorhynchus anatinus e
Gallus gallus). Para a espécie humana, os dados brutos de sequenciamento foram processados
para obtencdo dos niveis de expressdo de miRNAs, totalizando 12 tecidos/tipos celulares para

a espécie humana e 5 tecidos para as demais espécies.

3.1.5 Dados de expressao de genes codificantes de proteinas

Os arquivos brutos de RNA-Seq em formato .sra foram obtidos do Illumina Human
Body Map 2.0 dataset, disponivel no EBI ArrayExpress (acesso: E-MTAB-513). Este conjunto
de dados consiste no sequenciamento de RNAs de 16 tecidos humanos (tecido adiposo, glandula
adrenal, ovario, mama, colon, coragdo, rim, leucocito, figado, pulmao, linfonodo, prostata,

musculo esquelético, testiculo e glandula tiredide), que foram processados para obtencdo dos
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niveis de expressdo de genes codificantes de proteinas. Também foram obtidos os dados
gerados por Brawand et al. (2011) a partir do NCBI GEO (acesso: GSE30352). A partir deste
dataset, foram utilizados os dados de amostras de cérebro, cerebelo, coracdo, rim, figado e
testiculo de cinco espécies (Homo sapiens, Macaca mulatta, Mus musculus, Monodelphis
domestica e Gallus gallus). Ambos os datasets obtidos foram gerados a partir de bibliotecas do

tipo paired-end.

3.2 Expressdo de miRNAs e de genes codificadores de proteinas

3.2.1 Quantificacdo da expressdo de miRNAs a partir de dados de RNA-Seq

Para quantificar a expressdo dos miRNAs, um pipeline (sequéncia de comandos e
scripts) de bioinformatica foi desenvolvido para este proposito. Para as sequéncias obtidas de
bancos publicos em formato .sra, estas foram convertidas para o formato FASTq utilizando o
programa fastg-dump do pacote SRA Toolkit (http://ftp-trace.ncbi.nim.nih.gov/sra/sdk/2.3.3/).
Os reads (sequéncias ou leituras) foram entdo submetidos ao processo de remocdo de
sequéncias  adaptadoras  remanescentes  utilizando o pacote = FASTX-Toolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Para as sequéncias geradas pela plataforma SOLID 4
(secdo 3.5.1), utilizamos a estratégia de trimagem sequencial dos adaptadores localizados na
extremidade 3’ implementada no programa SeqTrimMap 0.9 (Marco e Griffiths-Jones 2012).
Apos a remocdo dos adaptadores, os reads foram mapeados nos genomas das respectivas
espécies (secdo 3.1.1) com o programa Bowtie 1.0.0 (Langmead et al. 2009) exigindo-se
alinhamentos perfeitos (pardmetro -v 0) em no méximo 10 loci diferentes (-m 10),
selecionando-se apenas os melhores alinhamentos (--best --strata). Reads menores que 16 nt

foram descartados. As regides mapeadas foram cruzadas com as coordenadas gendmicas dos
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miRNAs maduros anotados com o programa BEDTools (Quinlan e Hall 2010), de modo que
houvesse total sobreposicdo com a regido anotada. A expressdo dos miRNAs maduros foi
determinada pela soma do nimero de reads mapeados nas regides correspondentes dos
miRNAs anotados. Para contemplar pequenas diferencas decorrentes do processamento
alternativo do miRNA maduro (isomiRs), admitimos a extenséo de 3 nt na borda 3’ em relagdo
a anotacdo oficial. Como existem mMiRNAs maduros idénticos derivados de diferentes
precursores, 0 numero de reads que mapearam em multiplas regides no genoma com igual
qualidade foi divido pelo numero correspondente de loci diferentes. Essa € uma estratégia
comumente utilizada para evitar que a expressao de um determinado miRNA maduro com
maltiplas copias seja superestimada (Pritchard et al. 2012). A expressdao de cada miRNA
maduro foi normalizada levando em conta o total de reads mapeados em miRNAS com 0 pacote
EdgeR 3.4.2 (Robinson et al. 2010).

Para as andlises evolutivas de miRNAs (secéo 3.3), utilizamos o valor de expressdo do
miRNA maduro mais expresso (5p ou 3p) como referéncia para expressao do precursor. Nos
casos em que hd miRNAs maduros idénticos para diferentes precursores, consideramos apenas
0 precursor de origem mais antiga (ver secdo 3.3.2). Para todas as analises envolvendo
expressao de miRNAs, foram considerados apenas aqueles cuja expressdo normalizada foi > 1

cpm? em pelo menos um tecido/tipo celular.

2 CPM (counts per million) é uma unidade de expressdo génica, mais comumente utilizada quando o
tamanho entre 0s genes comparados sao aproximadamente equivalentes, e que corresponde ao nimero
de reads reportados para um determinado gene normalizado pelo nimero de reads mapeados, neste
caso, 0 numero total de reads mapeados em miRNAs.
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3.2.2 Expressao de genes codificadores de proteinas a partir de dados de RNA-Seq

Os arquivos de sequenciamento obtidos de dados publicos em formato .sra foram
convertidos para o formato FASTq com o programa fastq-dump do pacote SRA Toolkit. Os
reads foram mapeados nos genomas das respectivas espécies, usando os modelos de transcritos
contidos nos arquivos GTF (sec¢do 3.1.3) com o programa TopHat v.2.0.8 (Kim et al. 2013)
(parametros default). Os alinhamentos foram filtrados com o pacote SAMTools (Li et al. 2009)
exigindo-se qualidade minima de alinhamento de 20 (-g 20) em escala Phred, o que corresponde
a uma acurdcia de 99%, e portanto virtualmente apenas alinhamentos Unicos séo considerados.
A expressao normalizada dos genes foi calculada com o programa Cufflinks v.2.2.1 (Trapnell
et al. 2012), cujo resultado é a expressdo em valores de FPKM?3. Apenas genes que tiveram

expressao maior que 1 FPKM em pelo menos um tecido foram considerados.

3.3 Métodos utilizados para analises evolutivas dos miRNAs humanos

3.3.1 Anotacdo dos miRNAs humanos de acordo com a posi¢éo gendmica e anotacéo de

genes hospedeiros

Os miRNAs humanos obtidos do miRBase (versdo 20) foram classificados como
intragénicos caso as coordenadas das sequéncias precursoras estivessem sobrepostas por pelo

menos uma base aos genes codificantes de proteinas anotados pelo Ensembl (verséo 71), e em

¥ FPKM (Fragments per kilobase of exon per million of mapped reads) ¢ uma unidade arbitraria de
expressao génica, mais comumente utilizada quando o tamanho dos genes a serem comparados diferem
consideravelmente entre si, e que corresponde ao numero de fragmentos (valido para bibliotecas do tipo
paired-end) para cada mil bases (normalizagdo por tamanho do transcrito) para cada milhdo de reads
mapeados (normaliza¢ao pelo nimero de reads mapeados).
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intergénicos para aqueles ndo sobrepostos. Os miIRNAs intragénicos foram em seguida
classificados na orientacdo senso ou antisenso em relacdo aos genes sobrepostos (genes
hospedeiros), e posteriormente categorizados em intronicos ou exonicos, dependendo da regido
génica sobreposta. O transcrito mais logo do gene hospedeiro foi usado como referéncia. Para
analises subsequentes, utilizamos uma definicdo estrita de miRNAs intragénicos, considerando
apenas aqueles na mesma orientacdo dos genes hospedeiros (fita senso). Como controle para
determinadas andlises, miRNAs distantes entre si até 10 kb foram agrupados, com o objetivo
de minimizar a potencial influéncia de grupos (clusters) de miRNAs que comumente sdo
transcritos em um unico RNA primario. Nestes casos, selecionamos aleatoriamente um dos
miRNAs como representante do cluster. O critério de 10 kb foi escolhido com base em estudos
prévios, demonstrando que este é um cutoff adequado para agrupar miRNAs em clusters
(Altuvia et al. 2005). Agrupando-se miRNAs distantes & 50 kb n&o resultou em mudancas

significativas nos principais resultados apresentados.

3.3.2 Definicéo das idades dos miRNAs

Para definir o periodo de origem dos miRNAs humanos na linhagem dos vertebrados,
suas sequéncias precursoras foram interrogadas nos genomas de outras 13 espécies obtidas do
UCSC Genome Browser (ver secdo 3.1.1) com a finalidade de recuperar as sequéncias
homologas em cada espécie. A estratégia utilizada foi similar a de (Hu et al. 2011) e (Hu et al.
2012), com algumas modificagdes. Inicialmente, os melhores alinhamentos reciprocos sdo
recuperados, usando BLAT ((Kent 2002), parametros: stepSize =5 -repMatch = 2253 minScore
=0, -minldentity = 0), BLASTN ((Altschul et al. 1997), parametros: -word_size 8 —evalue le-
05) e LiftOver ((Fujita et al. 2011), parametros default), exigindo-se que a regido alinhada tenha

pelo menos 70% e no maximo 130% do tamanho da sequéncia query. Em seguida, 0 miRNA
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ortologo foi definido quando a regido alinhada teve suporte de pelo menos dois dos trés
métodos. As sequéncias maduras foram identificadas pelo alinhamento global das regides
ortélogas precursoras usando o programa CLUSTALW ((Larkin et al. 2007), parametros
default). Para proveitar as informagfes disponiveis no miRBase, as regides ortélogas que
possuiram sobreposicdo com anotacdes ja conhecidas na mesma orientacao transcricional e em
pelo menos 50% do tamanho da regido, foram usadas as anota¢des de regiGes precursora e
madura. Por fim, a idade dos miRNAs foi designada por nUmeros em ordem crescente ao longo
da arvore filogenética das espécies analisadas, refletindo o grupo mais primitivo em que o

miRNA ort6logo foi encontrado.

3.3.3 Definicéo das idades dos genes codificantes de proteinas

As idades dos genes codificantes de proteinas foram cedidas pelo Dr. Yong E. Zhang
(http://zhanglab.ioz.ac.cn/), que ajustou 0 método de datacdo de genes empregado em Zhang et
al. (2010) e Zhang et al. (2011) para uma versdo mais recente de anotacdes génicas (Ensembl
v. 71). O metodo consiste em encontrar o locus referente a espécie humana com o melhor
alinhamento reciproco sinténico nos arquivos de alinhamento genémicos disponiveis no UCSC
Genome Browser, levando em conta a conservacdo de genes vizinhos. Descri¢cbes mais
detalhadas dos metodos estdo nos artigos originais e citados acima. Apos a obtencao das idades
dos genes, nos as reatribuimos levando em conta a arvore filogenética das espécies, permitindo
comparar numa mesma escala filogenética as idades dos genes e dos miRNAs. Também
utilizamos idades de genes obtidas por outros dois métodos (Ensembl e dados obtidos de Chen

et al. (2012)) como parametro de comparacéo.
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3.3.4 Andlise estatistica das idades dos genes hospedeiros

Para verificar se miRNAs intragénicos surgem preferencialmente em genes novos ou
antigos, comparamos a propor¢do observada de genes antigos (idade = 1, ver Fig. 17) com a
proporcdo esperada obtida de uma distribuigdo nula gerada por 10.000 amostras aleatorias
formadas pelo mesmo nimero de genes de idade igual ou mais antiga que o numero de miRNAs
de uma determinada idade. Assumimos que a origem do gene hospedeiro precede a do seu
miRNA intragénico, por isso utilizamos este procedimento de reamostragem. O p-valor
empirico foi calculado como sendo a proporcao de genes antigos maior ou igual a proporgao
observada. Alternativamente, a média da distribui¢do nula foi considerada como a proporcao
esperada de genes antigos e a diferenca estatistica para a proporcdo de genes hospedeiros
antigos foi determinada pelo teste de Chi-quadrado. Casos duvidosos, em que a idade do gene

hospedeiro foi definida como mais recente que & do miRNA foram removidos (N = 13).

3.3.5 Andlise de Ka/Ks

Para analisar as distribuicbes das taxas de substituicdo nao-sindnimas por sitios ndo
sinbnimos (Ka) em razdo das taxas de substituicBes sinbnimas por sitios sinénimos (Ks),
utilizamos os valores de Ka e Ks computados para alinhamentos entre proteinas ortélogas da
espécie humana e de camundongo. Estes valores foram diretamente obtidos do Ensembl v.71.
Diferencas significativas entre as distribuicdes de Ka/Ks para genes hospedeiros e o restante

dos genes codificantes foram calculadas com o teste de Kolmogorov-Smirnov (KS-test).
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3.3.6 Abrangéncia de expressdo de miRNAs e genes codificantes

Para determinar a abrangéncia de expressdo de miRNAs e genes codificantes, utilizamos
o indice de tecido-especificidade (t) definido por Yanai et al. (2005), que leva em conta 0s
niveis de expressao da amostra i normalizado pelo valor maximo de expressdo encontrados nas
amostras (x;) e o nimero de tecidos (N) e que um gene é expresso (Equacdo 1). Para este
calculo, adotamos uma transformacdo logaritmica da expressdo normalizada (adicionando 1
para lidar com valores de expressdo menores que 1). Este indice varia de 0 a 1, onde valores
proximos a 0 indicam ampla expressdo e valores proximos a 1 indicam expressdo tecido-
especifica. Por exemplo, expressao tecido-especifica (t > 0.7) em nossos dados indicam que
miRNAS e genes codificantes sdo expressos em uma mediana de 5 (de 12) e 3 (de 16) tecidos,
respectivamente. Expressdo ampla (t < 0.3) corresponde a miRNAS e genes expressos em uma
mediana de 12 e 16 tecidos, respectivamente. Diferencas significativas entre as diferentes
distribuicdes de abrangéncia de expressdo foram calculadas por testes de Mann-Whitney.
CorrelacOes entre a abrangéncia de expressdao de miRNAs e seus genes hospedieros foram

calculadas com testes de correlagdo de Spearman.

Iivzl(l - xi) (1)
N -1

3.3.7 Correlacéo da expressdo entre miRNAs intragénicos e seus genes hospedeiros

Para verificar se as correlacfes entre a abrangéncia de expressdo de miRNAs e genes
hospedeiros estdo associadas com a co-expressdo das duas classes de genes, os dados de
expressdo de miRNAs e genes hospedeiros disponiveis para os mesmos tecidos (cérebro,
cerebelo, coracdo, rim e testiculo) provenientes de Meunier et al. (2013) e Brawand et al. (2011)

foram usados para um teste de randomizacdo. Este teste consiste em verificar se a expressédo de
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miRNASs e genes hospedeiros esta significativamente associada em relagéo ao esperado ao acaso.
Para um dado par miRNA-gene hospedeiro, os tecidos em que os pares miRNA-gene sdo
expressos foram ordenados pelos niveis de expressdo e computada a proporcéo de tecidos em que
0 MiRNA é expresso na mesma ordem de tecidos em que seu gene hospedeiro. A média das
proporgdes foi comparada com uma distribuicdo nula gerada pela randomizacdo da ordem de
expressao nos tecidos num total de 10.000 vezes. Adotamos esse procedimento, ao invés de um
método de correlagdo, devido as discrepancias inerentes aos niveis e amplitude de expressao entre
miRNAS mais antigos e jovens, e também por causa do pequeno nimero de amostras (5 tecidos).
Como os miRNAs antigos sao mais expressos e em maior nimero de tecidos, sua expressao tende
a correlacionar melhor com a expressao dos genes hospedeiros (0s quais demonstramos ser em
sua maioria antigos). Usando um teste de randomizagao em que apenas a ordem em dos tecidos
em que 0s MiIRNAS sdo mais expressos € levada em conta, tais disproporc¢des exercem um efeito

menos acentuado nas comparacdes entre mMiRNAS de idades diferentes.

3.3.8 Divergéncia de expressdo de miRNAS entre espécies

A divergéncia de expressao entre miRNAs humanos e seus respectivos ortdlogos em
cinco espécies (Macaca mulatta, Mus musculus, Monodelphis domestica, Ornithorhynchus
anatinus e Gallus gallus) foi calculada pelas distancias Euclidianas conforme sugerido e
utilizado por Jordan et al. (2005) e Glazko e Mushegian (2010). Os valores de expressdo
normalizados (transformados em escala 1og2) em uma matriz de cinco tecidos (cérebro,
cerebelo, coragdo, rim e testiculo) foram usados para determinar as distancias dos niveis de
expressao em cinco tecidos (cérebro, cerebelo, coracao, rim e testiculo) para cada par miRNA

humano-miRNA ortélogo.
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3.3.9 Anélise de conservacao de sequéncias de miRNAs

A grau de conservacdo das sequéncias precursoras dos miRNAs foi investigada
utilizando as pontuacfes (scores) PhyloP (Pollard et al. 2010) obtidos do UCSC Genome
Browser. O programa PhyloP reporta scores de conservagdo ou evolucdo acelerada para cada
base do genoma em relagdo ao esperado sob neutralidade, fazendo uso de alinhamentos
maltiplos entre uma série de espécies (vertebrados, mamiferos e primatas). Scores positivos séo
proporcionais ao grau de conservagdo entre espécies, e scores negativos indicam sitios sob
evolugéo acelerada (Pollard et al. 2010). Os scores previamente computados para alinhamentos
entre espécies de vertebrados foram utilizados para miRNAs conservados aléem de mamiferos
(classes de idade 1 e 2-4). Para miRNAs conservados em mamiferos placentarios (classe de
idade 5-6), utilizamos os scores compilados para alinhamentos de mamiferos, e para miRNAs
conservados em primatas, utilizamos os scores compilados a partir de alinhamentos entre
primatas (classe de idade 7-12). O PhyloP score de cada precursor foi determinado pela média
dos scores das bases individuais. Para determinar as distribui¢cdes nulas dos scores nas regides
adjacentes aos miRNAs intragénicos, obtivemos as meédias dos scores para 100 regides
intrénicas aleatoriamente selecionadas (com tamanhos iguais aos dos miRNAS) pertencendo
aos genes hospedeiros. Para miRNAs intragénicos, os scores adjacentes foram calculados pela
média de 100 regiBes intergénicas num intervalo de 10 kb a justante ou & montante do miRNA
analisado. Também foram calculados os PhyloP scores das regides flanqueantes adjacentes aos
miRNAs. Para determinar as distribui¢Oes de scores das regides precursora e seed dos miRNAs,
utilizamos o conjunto de miRNAs expressos, que foi controlado pela presenca de sequéncias

maduras idénticas e nivel de expressao.
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3.3.10 Predicao de alvos dos miRNAs

Os alvos dos miRNAs humanos foram preditos com o algoritmo TargetScan 6.2,
utilizando as sequéncias das regides 3’ UTR de genes codificantes de proteinas (considerando
a isoforma mais longa por gene) obtidas do website do TargetScan (http://www.targetscan.org).
Para obtermos um conjunto de genes com maior probabilidade de serem alvos de miRNAs,
restringimos as predigdes para sitios do tipo 7mer-m8 e 8mer e com scores de contexto
fornecidos pela ferramenta sendo < —0.25. Para que o0 numero de genes-alvo fosse comparavel
entre os diferentes miRNAs, consideramos apenas aqueles presentes no conjunto de miRNAs

EXpPressos.

3.3.11 MiRNAs associados com doencgas

Para testar se miRNAS inter- ou intragénicos estdo sobre ou subrepresentados em
conjuntos de dados que reportam associacdes de miRNAs com doencas, utilizamos os dados
fornecidos pelas bases HMDD v.2.0 (Li et al. 2014) e PhenomiR 2.0 (Ruepp et al. 2010), que
compilam uma série de informacdes de artigos publicados que evidenciam a participacdo de
mIiRNASs cuja expressdo foi alterada em doencas. Para avaliar o excesso ou deplecdo de
miRNAS inter- ou intragénicos nestes conjuntos de dados, utilizamos testes de Fisher. Levando
em conta que essas bases reportam dados para miRNAs anotados em diferentes periodos, e
portanto ndo contemplam a anotacdo do repertdrio atual de miRNAs, utilizamos diferentes
versbes do miRBase (versdo 19 para HMDD e 17 para PhenomiR) para obtencdo das
proporcdes de miRNAs inter e intragénicos anotados nos respectivos periodos em que essas

bases foram disponibilizadas.
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3.3.12 Analise de enriguecimento funcional dos genes hospedeiros

Para analisar o enriquecimento de termos referentes a categoria “processo bioldgico” do
Gene Ontology (GO) (Ashburner et al. 2000) relacionados aos genes hospedeiros, a ferramenta
AmiGO 2 (http://amigo.geneontology.org/amigo) foi utilizada (adotando a corregéo de
Bonferroni para multiplos testes assumindo P < 0.05). Em seguida, utilizamos a ferramenta
REVIGO (http://revigo.irb.hr/) para sumarizar termos redundantes de uma mesma hierarquia.
Analises utilizando a ferramenta DAVID 6.7 (Huang et al. 2009) produziram resultados
bastante parecidos. Esta ferramenta também foi utilizada para avaliar se 0s genes hospedeiros
estdo enriquecidamente expressos em tecidos. Os p-valores foram considerados significativos

para P < 0.05, adotando a correcdo para multiplos testes de Benjamini-Hochberg.

3.4 Métodos utilizados para construcao da ferramenta web miRIAD

3.4.1 Dados brutos

A construcéo da ferramenta por nds denominada miRIAD (Hinske et al. 2014) envolveu
a integracdo de dados publicos de diferentes fontes. As coordenadas genémicas dos genes
codificantes de proteinas e da estrutura exon-intron das isoformas de cada gene, assim como a
descricdo sumaria dos genes foram obtidas do NCBI RefSeq para Homo sapiens, Macaca
mulatta, Mus musculus, Monodelphis domestica e Gallus gallus. A anotacdo dos miRNAs foi
obtida do miRBase, versdo 20. Os alvos preditos e conservados dos miRNAs foram obtidos do
TargetScan (http://www.targetscan.org, versao 6.2). Dados de interacBes proteina-proteina

foram obtidas do Human Protein Reference Database (HPRD) e da base STRING (string-
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db.org). Os dados de expressdo génica e de miRNAs foram obtidos e processados conforme as

secoes 3.2.1e 3.2.2.

3.4.2 Arquitetura do banco de dados e interface web

Os dados brutos referentes a genes codificantes de proteinas e miRNAs foram
processados em servidores locais utilizando scripts em linguagem de programagdo Python
(http://www.python.org) para filtra-los e organiza-los de forma adequada em um banco de
dados relacional MySQL. Ao todo, o banco é composto por 12 tabelas para cada uma das 5
espécies (Homo sapiens, Macaca mulatta, Mus musculus, Monodelphis domestica e Gallus
gallus), contendo aproximadamente 10 milhdes de registros de informacGes relacionadas. As
tabelas, seus respectivos campos e relagdes estdo representadas na Figura 7.

A ferramenta web foi implementada utilizando o framework Django 1.5
(https://www.djangoproject.com/), escrito em linguagem Python. Basicamente, o framework se
encarrega de fazer a conex&o entre a aplicacdo web e o0 banco de dados, manejando as consultas
e permitindo realizar operac0es, filtrar e customizar a apresentacdo dos dados. O sistema de
busca foi implementado utilizando regras de expressdes regulares que seguem uma hierarquia
de prioridades, permitindo buscas flexiveis por diferentes identificadores de genes e miRNAs.
Os templates das paginas foram escritos em HTML5 (http://www.w3.org/TR/html5/) e
JavaScript (https://en.wikipedia.org/wiki/JavaScript) e os estilos definidos em CSS3
(https://en.wikipedia.org/wiki/Cascading_Style_Sheets). Para gerar os diagramas das estruturas

génicas, a biblioteca GenomeTools foi utilizada.



o1

GeneSynonyms

id BigIntegerField
symbol CharField
gene_information_fk ForeignKey

GeneRegions

.- .- Informagbes sobre genes
codificantes de proteinas

- - -- InformagGes sobre miRNAs

id BiglntegerField
gene_information_fk ForeignKey
chromosome CharField
strand CharField
tx_start IntegerField
tx_end IntegerField
max_cds_start IntegerField
min_cds_end IntegerField
i
'
Tt

id AutoField
gene_information_fk ForeignKey
gene_symbol CharField
refseq_id CharField
mirna_information_fk  ForeignKey
mirna_symbol CharField
mat_mirna CharField
method CharField
seedmatch CharField
contextscore FloatField

Proteinlnteractions

id BigIntegerField
primary_gene_information_fk ForeignKey
secondary_gene_information_fk ForeignKey
score FloatField
mode CharField
origin CharField

RefseqExon

RefseqSummary

id BiglntegerField id BigintegerField
refseq_summary_fk ForeignKey gene_information_fk ForeignKey
exon_number IntegerField refseq_identifier CharField
start IntegerField chromosome CharField
, end IntegerField strand CharField
} exon_frame IntegerField tx_start IntegerField
} : tx_end IntegerField
! A, » cds_start IntegerField
. cds_end IntegerField
: cds_start_status CharField
symbol CharField - .
o — CharField gene_regions MalnyToManyFleId
1 hgnc_id CharField ' |
E » ensembl_id  CharField - ---- % -------------- .
: mim_id CharField !
: description  CharField : . id BigintegerField
' type CharField "y . . X
SNTTEN) TextField - - - -: :_: gene_information_fk Forelg.nKey
|+ gene_symbol CharField
| + 4 _____________ - _: gene_expression FloatField
. , H . gene_expression_log FloatField
1 . gene_expression_tissue  CharField
' GeneRegionsRefseqSummaryMatch .
Loid AutoField ;
. - refseq_summary ForeignKey i
gene_regions ForeignKey E
1

Mirnalnformation

id BiglntegerField
symbol CharField

mirbase_id CharField

accession_id CharField
chromosome CharField

strand CharField

start IntegerField -+
end IntegerField

sequence CharField

intragenic IntegerField

exonic IntegerField
host_gene ForeignKey
host_region ForeignKey

direction CharField
intron_exon_number IntegerField
intron_length IntegerField
distance_exon_upstream IntegerField

entrezid CharField -

TargetsMirna2Gene

id AutoField
gene_information_fk ForeignKey
gene_symbol CharField
mirna_information_fk  ForeignKey
mirna_symbol CharField

MirnaExpression

id AutoField
mirna_information_fk ForeignKey
mirma_symbol CharField
mirna_mature CharField
mirna_expression FloatField
mirna_expression_log FloatField
mirna_expression_tissue CharField
mirna_host_correlation FloatField

Espécies utilizadas

Humanos

M e, ™

Macaco Rhesus Camundango Opossum (Gamba)

L 4

ry

Galinha

Figura 7. Esquema representativo do banco de dados que constitui a ferramenta miRIAD. As
tabelas sdo constituidas de seus respectivos campos, que sdo definidos pelo tipo de informacao
armazenada (CharField, FloatField, ForeignKey, etc.). As tabelas e flechas em azul representam
informacGes referentes a genes codificantes e suas relagbes com outras tabelas. Tabelas e flechas em
laranja referem-se a informagdes sobre miRNAS e suas relagdes com outras tabelas. Para cada espécie,
um esquema de tabelas equivalente foi implementado.
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3.4.3 Informacdes sobre genes hospedeiros e miRNAs

Os genes foram classificados em hospedeiros (host) e ndo hospedeiros (non-host) com
base na presenca de miRNAs sobrepostos. A classificacdo dos genes e informacdes adicionais
foram armazenadas em trés tabelas (‘Genelnformation’, ‘GeneRegions’ e ‘GeneSynonyms’),
como mostrado na Figura 7. Da mesma forma, os miRNAs foram classificados em intra- e
intergénicos, com base na localizacdo gendmica. A tabela ‘Mirnalnformation’ contém o nome
oficial dos miRNAs, coordenadas gendmicas do sequéncia precursora e seu gene hospedeiro,
no casos dos intragénicos, assim como o intron ou exon sobreposto e a distancia do miRNA ao

exon mais proximo a 5’ (Figura 7).

3.4.4 Alvos preditos

Os alvos conservados nas regides 3’ UTR para humanos e camundongo foram obtidos
diretamente dos arquivos fornecidos pelo TargetScan (arquivo:
Conserved_Site_Context_Scores-.txt). Para as demais espécies utilizamos o algoritmo
publicamente disponivel do TargetScan para predicao de alvos nas sequéncias 3> UTR dos
respectivos organismos. O TargetScan define alvos de miRNASs procurando por segmentos
complementares de 7 ou 8 bases (7mer e 8mer) nas sequéncias das regides 3° UTR anotadas.
Informacdes sobre conservacéo entre espéecies sdo levadas em conta para definir o conjunto de

alvos conservados.
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3.5 Métodos utilizados para analise de expressao diferencial de miRNAs em linhagens

celulares de cancer colorretal

3.5.1 Sequenciamento dos RNAs pequenos em linhagens celulares de tumor colorretal

As 12 linhagens utilizadas foram cedidas pelo laboratério do Dr. John Mariadason
(Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer em Melbourne, Australia), das quais 7 (Colo205,
HCC2998, HCT116, HCT15, HT29, KM12 e SW620) provém do painel NCI60 e 5 (Caco-2,
SW480, RKO, LIM1215 e LIM2405) foram estudadas no laboratério do Dr. Mariadason
(Quadro 1, Apéndice). O RNA total de cada linhagem foi extraido, quantificado e seu grau de
pureza e integridade determinados. A qualidade de todas as amostras, baseada na integridade
do RNA (RIN), foi avaliada no Bioanalyzer. Todas as amostras apresentaram qualidade maior
do que o recomendado (RIN maior do que 6). As bibliotecas de miRNA foram construidas a
partir do RNA total das linhagens celulares utilizando-se o Total RNA-Seq Kit, seguindo as
recomendacdes do fabricante (Life Technologies). As moléculas de RNAs pequenos foram
submetidas a reacdo de transcricao reversa. O produto da reacdo foi separado em moléculas de
60 nt a 80 nt e amplificadas por PCR em emulsdo. Apds a amplificacdo, as beads recobertas
por milhares de copias de uma mesma molécula de DNA foram recuperadas, depositadas em
uma lamina especifica e submetidas ao sequenciamento no SOLiD4 (Life Technologies). As
etapas de extracdo, construcdo das bibliotecas de RNAs pequenos e sequenciamento foram
executadas pela Dra. Camila Miranda Lopes (processo FAPESP 09/17785-5) sob a supervisdo

do Dr. Raphael Bessa Parmigiani.
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3.5.2 Selecdo de linhagens celulares de cancer colorretal resistentes e sensiveis ao

tratamento com drogas quimioterapicas

A classificacdo das linhagens utilizadas neste estudo em resistentes e sensiveis a 5-FU
e Oxaliplatina foram baseadas em resultados prévios obtidos a partir se um painel inicial de 30
linhagens de tumor colorretal, cuja resposta ao tratamento com drogas quimioterdpicas foi
avaliada através de ensaios de apoptose, inibi¢cdo de crescimento e ensaio clonogénico. Os
experimentos realizados para avaliar a resposta ao tratamento com 5-Fluorouracil (5-FU) estédo
descritos em Mariadason et al. (2003) e os experimentos realizados para avaliar a resposta a
Oxaliplatina estdo descritos em Arango et al. (2004). Do painel de 30 linhagens testadas, 11
foram gentilmente cedidas pelo laboratério do Dr. John Mariadason, a partir das quais foram
construidas bibliotecas de RNAs pequenos e sequenciadas na plataforma SOLiD4. As 11
linhagens foram classificadas em resistentes e sensiveis, de acordo com a discrepancia entre as
porcentagens de apoptose perante ao tratamento com as drogas citadas. As linhagens
consideradas resistentes a 5-FU foram HCT15, COLO205, SW620 e SW480, enquanto as
sensiveis foram HCT116, KM12, LIM2405, HCC2998 (Figura S1, Apéndice). As linhagens
consideradas resistentes a Oxaliplatina foram COL0O205, SW620, HT29, KM12, LIM2405 e

sensiveis foram SW480, RKO, CACO2, HCT116 e HCC2998 (Figura S2, Apéndice).

3.5.3 Expressao diferencial de miRNAs

A expressao diferencial dos miRNAs entre os grupos de linhagens sensiveis (S) e
resistentes (R) ao tratamento com 5-FU (S: n = 4; R: n = 4) e Oxaliplatina (S: n=5; R: n=5)

foi determinada com o uso do pacote estatistico edgeR (v. 2.6.12), implementado na linguagem
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R, e que tem sido amplamente utilizado em analises de expresséo diferencial em experimentos
de RNA-seq. Os valores de expressdo (soma do ndimero de reads para cada miRNA) sdo
normalizados entre as amostras e modelados de acordo com uma distribui¢do binomial negativa
e um modelo linear generalizado (GLM).

As linhagens celulares que constituem os grupos S e R foram consideradas como
réplicas bioldgicas. Foram incluidos apenas os miRNAS que apresentaram expressao maior que
1 cpm em no minimo 3 amostras. Consideramos 0s miRNAs diferencialmente expressos
aqueles que apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (FDR <
0.05) e com valores de fold-change > 2 em pelo menos 70% das comparagdes entre cada

amostra pertencente aos grupos S e R.

3.5.4 ldentificacdo de genes-alvo preditos para os miRNAs diferencialmente expressos

Com o objetivo de investigar as possiveis funcdes associadas aos miRNAs que

apresentaram expressdo significativamente alterada entre grupos de linhagens resistentes e
sensiveis as drogas, utilizamos o algoritmo de predicao de alvos TargetScan 6.2 para identificar

0s potenciais genes alvo dos miRNAs. O TargetScan baseia-se em propriedades bioldgicas da
interacdo MiIRNA-mRNA para atribuir scores que refletem uma maior probabilidade de que a
interacdo seja de fato verificada experimentalmente. Scores mais negativos representam
maiores probabilidades de que o sitio ou um conjunto de sitios-alvo sejam alvos para o
respectivo miRNA.

Para selecionar os genes candidatos, consideramos os alvos conservados em vertebrados
com score < -0.10 e os alvos ndo conservados com score < -0.40. A escolha desses critérios é

justificada por validacfes experimentais ja obtidas para diversos alvos que apresentam scores
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neste intervalo e o uso de critérios semelhantes em outros estudos (Dar et al. 2011; Jansen et

al. 2011; Lu e Clark 2012).

3.5.5 Analises dos alvos dos miRNAs diferencialmente expressos

Os genes-alvo dos miRNAs diferencialmente expressos foram submetidos a analise
de enriquecimento de categorias funcionais do Gene Ontology (GO) e vias de sinalizacao do

KEGG (Kanehisa et al. 2012) através da ferramenta DAVID. A ferramenta agrupa as
categorias funcionais enriquecidas em uma lista de genes de interesse em comparag¢ao com
0 conjunto de genes controle, neste caso, todos 0s genes humanos com anotag6es funcionais.
A significancia é dada pelo teste exato de Fisher, corrigida para multiplas comparag6es. Nesta
analise, foram selecionados os termos enriquecidos com P < 0.01 e FDR < 5% para as

categorias pertencentes ao ramo “processo biologico” do GO e as vias de sinalizagdo do

KEGG com P < 0.01 e FDR < 10%.

3.6 Validacgao experimental da expressao de miR-342 e efeitos fenotipicos em linhagens

resistentes e sensiveis a Oxaliplatina

As etapas experimentais apresentadas a seguir foram conduzidas pela Dra. Lilian Tiemi
Inoue, sob a supervisdo do Dr. Erico Tosoni Costa, pesquisadores do Instituto de Ensino e
Pesquisa (IEP) do Hospital Sirio-Libanés e Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer,

respectivamente.
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3.6.1 Cultivo celular

A linhagem celular HCT116 foi cultivada em meio McCoy’s 5A ¢ MEM (Minimun
Essential Media) suplementado com 10% soro fetal bovino, em incubadora a 37°C e 5% COg,
enquanto a linhagem SW620 foi cultivada em meio L-15 (Leibovitz) suplementado com 10%

soro fetal bovino, em incubadora a 37°C e 100% ar.

3.6.2 Ensaio de viabilidade celular por exclusao de iodeto de propideo

Foram plaqueadas 2-3 x 10° células da HCT116 ou SW620 em placas p35 (corning).
Ap0s 24h, os meios foram substituidos por meios de cultura frescos na auséncia ou presenca de
10uM de oxaliplatina. Apos 72h de tratamento, os sobrenadantes de cada placa foram coletados
em um tubo, onde foram adicionadas as células tripsinizadas. As amostras foram centrifugadas
e lavadas com PBS pH 7,3 (137mM NacCl; 2,7mM KCI; 10mM Na2HPOys; 1,8mM KH2POu).
As células foram ressuspendidas em 1ml de PBS e foi adicionado 1l de solugdo de 2mg/ml de
iodeto de propideo (PI) a cada amostra. Apds incubacdo no gelo e no escuro por 5min, foram
realizadas as analises em citdmetro de fluxo FACSCalibur, utilizando o programa Cell Quest

(Becton Dickinson). As células negativas para marcagdo com Pl s&o consideradas viaveis.

3.6.3 Ensaio de viabilidade celular por formacéo de colonias

Os tratamentos com Oxaliplatina foram efetuados conforme descrito no item anterior.
Apbs 72h de tratamento, 500 células em cada condicéo (controle e tratadas) foram semeadas

em placas p35 (Corning — 35mm). Apoés 7-10 dias, as células foram lavadas com PBS e fixadas
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com 1ml de 3,7% formaldeido diluido em PBS, por 15min a temperatura ambiente. Em seguida,
as placas foram lavadas em agua corrente e as células incubadas com 1ml de solucédo de 0,1%
cristal violeta e 2% etanol, por 10min a temperatura ambiente. A contagem do nimero de
colobnias foi feita visualmente. Foram realizados trés ensaios independentes, em duplicata e a

analise estatistica foi feita pelo teste t de Student.

3.6.4 Analise da progresséo no ciclo celular por citometria de fluxo

Os tratamentos com Oxaliplatina foram efetuados conforme descrito no item 3.6.2.
Ap6s 72h de tratamento, os sobrenadantes de cada condigdo foram coletados em um tubo, onde
foram adicionadas as células tripsinizadas. As células foram lavadas com PBS e, em seguida,
fixadas em 0,5ml de PBS e 4,5ml de 70% (v/v) de etanol gelado. Apos incubacdo em gelo por
no minimo 2h, as amostras foram lavadas com 5ml de PBS e centrifugadas a 400g por 5min.
Os pellets celulares foram ressuspensos em 0,3ml de solugédo de coloracdo de DNA preparada
a fresco (20pg/ml iodeto de propideo e 0,2mg de RNase diluidos em PBS). Depois de 30min
de incubacdo a temperatura ambiente e no escuro, as amostras foram analisadas no citbmetro
de fluxo FACSCalibur, utilizando o programa computacional Cell Quest (Becton Dickinson).
O contetido de DNA foi avaliado utilizando o detector FL2 em uma escala linear. Para eliminar
os agregados celulares, a populagdo de células a ser analisada foi selecionada a partir de um

histograma bivariado demonstrando a area (FL2A) versus a largura (FL2W) do sinal FL2.
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3.6.5 TransfeccBes de oligonucleotideos

Para as transfeccOes celulares, foi utilizado o kit HiPerfect Transfection Reagent
(Qiagen), de acordo com as instrucdes do fabricante. Basicamente, cerca de 1,5 x 10° células
HCT116 ou SW620 foram semeadas em placa p60 e cultivadas por 24h. Em seguida, foram
incubados 420nM de miScript Inhibitor Negative Control (Qiagen) ou miScript miRNA
inhibitor anti-hsa-miR-342-3p (Qiagen) ou miScript miRNA mimic Syn-hsa-miR-342-3p
(Qiagen) com 100l de meio de cultura sem soro fetal bovino e 12l do reagente de transfeccao.
Apos incubacdo de 5min a temperatura ambiente, os complexos de transfeccdo foram
adicionados gota-a-gota as células em cultura. Apds cultivo por mais 24h, foram adicionados
10uM de oxaliplatina as células, que foram cultivadas por mais 48h antes do ensaio de analise

de ciclo celular (descrito no item 3.6.4).

3.6.6 Extrac@o de RNA, miRNA e sintese de cDNA

As extracOes de RNA e miRNA foram realizadas utilizando o kit miRNeasy mini kit
(Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. A qualidade e a integridade dos RNA
extraidos foram analisadas aplicando-se cerca de 300ng de RNA total em gel de 1% agarose.
Foram considerados integros os RNAs que apresentavam as bandas correspondentes aos RNA
ribossdmicos 28S e 18S evidentes e na razdo 2:1. Para eliminar a contaminagdo com DNA
gendmico dos RNAs extraidos, estes foram tratados com DNase (Ambion) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Os produtos das reagdes foram analisados em gel de 8% acrilamida
corado com prata e a auséncia do fragmento de tamanho esperado (250pb) indicava a eficiéncia
na eliminagdo do DNA gendmico contaminante. Para a sintese de cDNA, um a dois

microgramas de RNA total de cada amostra foram incubados a 65°C durante 5min na presenca
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de 250ng de oligo(dT), 50ng de iniciadores randémicos e 0,77mM dNTP, em um volume final
de 13ul. Em seguida, as amostras foram incubadas em gelo e foram adicionados as mesmas 1x
First Strand Buffer, 0,01M DTT, 40U RNase OUT Recombinant RNase Inhibitor (Invitrogen)
e 200U de SuperScript I11 RT (Invitrogen). As reac¢des foram incubadas a 50°C por 1h e depois
a 70°C por 15min. Para a sintese de cDNA a partir dos miRNA, foi utilizado o kit miScript |1
RT (Qiagen), de acordo com as instrugdes do fabricante. Basicamente, a um micrograma de
RNA foi adicionados 1x miScript HiSpec buffer, 1x miScript nucleics mix, miScript reverse
transcriptase e &gua DEPC para um volume final de 20ul. Ap6s a incubacédo a 37°C por 60min,

a enzima foi inativada por incubacéo das amostras a 95°C por 5min.

3.6.7 Analise de expressdo génica pela metodologia de PCR em tempo real

Para avaliar os niveis de expressdo de miR-342 nas amostras, foi utilizado o kit miScript
SYBR Green PCR (Qiagen). Aproximadamente trés nanogramas de cDNA foram incubados
com 1x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 1x miScript universal primer, 1x miScript
primer assay e agua DEPC em volume suficiente para completar 25ul. Em seguida, a reacéo foi
realizada em termociclador ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

Para a analise dos niveis de expressdo do gene Dnmtl, utilizado como controle para
verificar a eficiéncia da inibi¢cdo de miR-342, foi desenhado um par de iniciadores especificos:
Dnmtl F (5> GCTACCTGGCTAAAGTCAAA) e Dnmtl R (5 CCATTCCCACTCTACGG
3’). O gene HMBS foi utilizado como normalizador da reacao, sendo utilizados os iniciadores
HMBS F (5> GGCAATGCGGCTGCAA 3’) e HMBS R (5 GGGTACCCACGCGAATCAC
3%). As concentragodes ideais para a reacdo de PCR em tempo real de cada um desses pares de
iniciadores foram previamente padronizadas. Em cada reacéo de amplificacdo, foram utilizados

10ul de SYBR Green (Applied Biosystems); um mix de iniciadores Dnmtl F e R a 400nM ou
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um mix de iniciadores HMBS F e R a 300nM; e 100ng de cada cDNA. Todas as rea¢des foram
feitas em duplicata, incluindo a do controle negativo, onde foi utilizada agua ao invés de cDNA

(controle sem molde).

3.6.8 Deteccdo da expressdo de genes relacionados com vias apoptéticas

Para avaliar o efeito na via apoptotica da superexpressdo de miR-342 na linhagem
SW620, utilizamos um sistema de detecgdo que baseia-se na tecnologia de SYBR green por
PCR em tempo real e disponibiliza placas de 96-wells contendo 84 pares de primers
relacionados com genes apoptoticos, cinco relacionados com genes controle de expressao
constitutiva (do inglés ‘housekeeping genes’) e trés com controle de qualidade. Os genes
analisados estdo apresentados na Quadro 2 (Apéndice). O protocolo utilizado acompanha o kit
e ¢ fornecido pelo fabricante  (Superarray  Bioscience)  disponivel em

http://www.sabiosciences.com/. Basicamente, converte-se 0 RNA total em amostras de cDNA
2
através do kit comercial RT First Strand Kit (Superarray Bioscience). Mistura-se as amostras

de ¢cDNA com a solugdo comercial “RT2 SYBR Green qPCR Master Mix” e distribui-se
aliquotas iguais de 25ul em cada well da placa de “Apoptosis PCR Array System” (Superarray
Bioscience). A analise dos resultados foi feita apds o exame das curvas de dissociagao e através
do calculo dos valores de Ct fornecidos para cada curva de amplificagdo. Finalmente a

comparag¢ao par-a-par de cada gene expresso foi avaliada pelo método de AACt.
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3.7 Infraestrutura do Laboratdrio de Bioinformatica e linguagens de programacio

utilizadas

Todas as analises computacionais e processamento de dados bioldgicos que compdem
este trabalho foram realizados utilizando a estrutura do Laboratério de Bioinformatica do
Centro de Oncologia Molecular do IEP — Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio-
Libanés, chefiado pelo Dr. Pedro A. F. Galante. Atualmente, a estrutura conta com ~300 CPUs,
~150TB de capacidade de armazenamento de dados (storage) e mais de 1TB de memdria RAM,
se somados todos os servidores. Toda a estrutura esta conectada em rede, funcionando como
um cluster, e todos os computadores sdo baseados no Sistema Operacional (SO) Linux
(https://en.wikipedia.org/wiki/Linux) e softwares instalados e gerados pelos membros do grupo
seguem licencas de software livre GNU (http://www.gnu.org/licenses/gpl-3.0.en.html). Exceto
guando foi necessario o uso de ferramentas publicamente disponiveis (ex. SAMtools,
BEDTools, BLAT, etc.) para execucgéo de tarefas gerais, a manipulagéo de dados e construgéo
de pipelines (encadeamento de comandos e/ou programas para uma finalidade especifica)

envolveu a confecgdo de programas em linguagem Python, R e Shell Scripts.
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4 Resultados
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4.1 miRIAD: uma ferramenta para a analise de miRNAs intragénicos

4.1.1 Caracteristicas gerais da ferramenta

A estrutura da ferramenta estd organizada de forma esquematica na Figura 8,
evidenciando as camadas de informacéo que a compde. A Figura 9 ilustra a pagina inicial de
acesso, a partir da qual o usuario pode realizar buscas e navegar em outras se¢des. O foco
principal dessa ferramenta é disponibilizar informaces integradas de miRNAs intragénicos e
seus genes hospedeiros (host genes), sumarizadas na Tabela 1. De forma geral,
disponibilizamos dados de genes codificantes de proteinas (~22 mil genes em média), miRNAs
anotados (~900 em média), alvos preditos de miRNAs, interacdes proteina-proteina e dados de
expressdo de miRNAs e genes codificantes para cinco e seis tecidos, respectivamente, para
cinco especies de vertebrados. Do total de miRNAs anotados, 57% (1072) sdo intragénicos na
espécie humana, 29% (167) em macaco rhesus, 63% (745) em camundongo, 40% (179) em
gambé e 52% (299) em galinha; destes 84, 54, 87, 88 e 84%, respectivamente, estdo na mesma
orientacdo transcricional dos genes hospedeiros. E importante ressaltar que muitas das
discrepancias nessas porcentagens devem refletir vieses de anotacédo, e ndo necessariamente um
padrdo evolutivo. Como é possivel notar, as porcentagens de miRNAs intragénicos sao
similares entre humanos e camundongo, uma vez que sao as duas espécies cuja anotacao para
miRNAs e genes codificantes é mais completa em relacdo as demais. Na pagina de cada gene
hospedeiro ou miRNA intragénico, é possivel visualizar a estrutura génica e a posi¢cdo do
miRNA em cada isoforma, além da correlacdo da expressdo entre gene hospedeiro e miRNA,
miRNAs intragénicos que possuem como alvo seu préprio host e/ou parceiros de interagdo com
seu gene hospedeiro. Mais detalhes da ferramenta podem ser obtidos diretamente em:

http://www.miriad-database.org/
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Tabela 1. Suméario dos dados apresentados na ferramenta miRIAD.

Dados Humano Rhesus Camundongo Gamba Galinha
Genes codificadores de proteinas 20.53 22.553 29.664 20.55 16.953
Precursores de miRNAs 1.871 582 1.181 443 573
miRNASs intragénicos 1.072 167 745 179 299
miRNAs intergénicos 799 415 435 264 272
Genes hospedeiros 930 141 613 143 273
miRNAs na orientagéo senso 902 90 645 145 90
miRNAS na orientacdo antisenso 170 77 95 12 28
Genes codificadores expressos 18.442 8.112 19.029 12.079  11.278
MiRNAS expressos 1.111 475 784 405 465
Home Download Statistics FAQ/Help Credits

miR{AD

intragenic microRMNA database

p Enter 2 Gene or a microRNA name:

examples

E About miRIAD

miRIAD is a web search tool designed to help users to access
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their host genes. For further details, please check out the
manuscript published in Database - The Journal of Biological
Databases and Curation.

Copyright © 2014 - miRTAD: intragenic microRNA database

Supported browsers: Chrome - Firefox - Safari - IEB+ - Opera

Figura 9. Pagina inicial da aplicagdo web.
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4.1.2 Sistema de busca da ferramenta miRIAD

O sistema de busca foi desenvolvido e otimizado para ser eficiente, intuitivo, rapido e
flexivel, permitindo ao usuario buscar por diferentes termos, tais como nome oficial do miRNA
e identificadores de genes (Official symbol, Ensembl ID, Entrez ID, HGNC ID ou Gene
Synonyms) e palavras-chave (ex: ‘oncogene’, ‘kinase’, ‘transcription factor’, etc.). A
flexibilidade da busca permite que termos ndo-exatos sejam procurados (substrings),
retornando todos os resultados compativeis com o termo desejado. Buscas por multiplos termos
ou listas de genes também sdo permitidas. Os resultados das buscas s&o listas de genes ou
miRNAsS, organizados por ordem de relevancia compativel com o termo buscado (input). Os
miRNAs intragénicos e genes hospedeiros sdo identificados por um simbolo especifico,
enquanto os demais genes e mMiRNAs também sdo mostrados. Detalhes das regras e de como
proceder as buscas podem ser encontrados em:

http://www.miriad-database.org/miriad/help#search

4.1.3 Genes codificadores de proteinas

Evidéncias recentes tém demonstrado que o contexto gendémico dos genes hospedeiros
pode revelar aspectos funcionais importantes sobre os miRNAs intragénicos (Baskerville e
Bartel 2005; Hinske et al. 2010; Dill et al. 2012). Para cada gene, uma se¢do ‘Summary’ é
exibida, contendo os identificadores mais comuns (Official Symbol, Full name, Aliases,
Ensembl ID, HGNC e Entrez gene), bem como a descricdo sumaria das funcdes
desempenhadas pelo gene (Figura 10). Além disso, informacdes sobre o contexto genémico,
tais como a posi¢do genémica de inicio e término de transcricdo e orientacdo transcricional

sdo evidenciados por representacdes graficas das estruturas exon-intron (Figura 10). No caso


http://www.miriad-database.org/miriad/help#search
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dos genes hospedeiros, sdo mostrados os miRNAs contidos em regides intronicas ou exonicas,
suas posicoes relativas, a distancia do miRNA ao exon a montante mais proximo e orientacao
(senso ou anti-senso). Também sdo apresentados dados de expressdo génica baseados em
RNA-Seq para seis tecidos (cérebro, cerebelo, coracdo, rim, figado e testiculo), além da
correlagdo de expressdo com miRNAs intragénicos. Por fim, sdo listados os miRNAs que
potencialmente ligam-se aos mMRNAs alvo, além de interacBGes proteina-proteina preditas.
Casos em que os parceiros de interacdo de um gene hospedeiro séo alvos preditos de um
miRNA intragénico correspondente sao destacados. Este tipo de informacédo é potencialmente
util porque pode indicar possiveis interacdes regulatdrias envolvendo a participacdo destes
trés componentes (MiRNA, gene hospedeiro e parceiros de interacdo do gene hospedeiro). Na
secdo destinada aos genes codificantes, ha links contexto-especificos os quais redirecionam o
usuario para as respectivas paginas nas bases de dados externas como NCBI Gene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/),
KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) e TargetScan (http://www.targetscan.org/). As
informacgdes disponibilizadas pelo miRIAD para o exemplo do gene ERBB2 e seu miRNA

intragénico mir-4728 estdo representadas na Figura 10.
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Figura 10. Sumario das principais informacdes apresentadas para o gene ERBB2 e seu miRNA
intragénico mir-4728.

3.1.4 miRNAs intragénicos

De maneira equivalente aos genes codificantes, para cada pre-miRNA sdo apresentadas
informagdes como o simbolo oficial, miRBase 1D, contexto gendmico e genes-alvo preditos.

No caso dos miRNAs intragénicos, informagdes sobre o0 gene hospedeiro e sua posicao relativa
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sdo mostradas. A pagina dos miRNAs tambeém contém dados de expressdo de RNA-Seq para
cinco tecidos (cérebro, cerebelo, coragdo, rim e testiculo) e as correlagdes de expressdo dos
tecidos em comum com os genes hospedeiros. Além disso, uma série de links dindmicos sdo
disponibilizados para outras ferramentas e bases externas, tais como miRBase, miRDB,
TargetScan, miRDIP, miRWalk, Tarbase, etc. (para a lista completa, ver o website da
ferramenta). Essas informacdes estdo reunidas e exemplificadas para o mir-483 e seu gene
hospedeiro IGF2 (Figura 11). O gene IGF2 € um exemplo interessante captado pela nossa
ferramenta. Este gene codifica para um fator de crescimento essencial para o crescimento e
desenvolvimento do feto, e em geral encontra-se altamente expresso em diversos tumores
malignos (Huff 2011). De acordo com os dados de expressdo apresentados, ha evidéncia de co-
expressao entre o IGF2 e o mir-483 (coeficiente de correlagdo rho = 0.7). De fato, um trabalho
recente demonstrou a existéncia de um feedback positivo entre o IGF2 e o mir-483, mostrando
que ambos sdo co-expressos e que 0 mMiIRNA tem como alvo a regido 5° UTR do RNA
mensageiro do proprio IGF2. Essa ligacdo do mir-483 a 5’UTR de IGF2 facilita a associagéo

da helicase DHX9, promovendo a transcri¢do do seu préoprio gene hospedeiro (Liu et al. 2013).
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Figura 11. Sumario das principais informacdes apresentadas na ferramenta para o mir-483 e seu
gene hospedeiro IGF2.

3.1.5 Uso da ferramenta miRIAD para explorar genes e miRNAs

Para demonstrar a utilidade pratica do miRIAD, usamos um conjunto de genes que
codificam para proteinas de superficie celular, catalogados por da Cunha et al. (2009). Estes

genes sdo potencialmente interessantes como alvos para diagndstico e terapias, uma vez que a
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acessibilidade a acéo de drogas pode ser facilitada pela exposicao das proteinas codificadas na
membrana celular (Rettig 1992). Do total de 3.702 genes identificados como codificantes para
proteinas de superficie, 119 foram classificados como genes hospedeiros para 150 miRNAsS,
dos quais 87,3% sao transcritos na mesma orientacdo. Em seguida, examinamos em mais
detalhes os dois genes que contém o maior numero de miRNAs intragénicos anotados, o
CLCN5 e HTR2C. O gene CLCNS5 codifica para um canal de cloro voltagem-dependente,
assumindo importante papel na funcdo dos tdbulos renais. Mutacdes neste gene foram
associadas com a doenca renal conhecida como Dent disease (Grand et al. 2011). Este gene
possui oito miRNAs intrnicos (Figura 12A), e alguns de seus transcritos possuem alvos
preditos para um de seus miRNAs intragénicos, o miR-502. E interessante notar que este gene
possui uma isoforma que tem seu inicio de transcricdo a jusante dos miRNAs intragénicos
(Figura 12A), o que poderia estar relacionado com uma possivel auséncia de expresséo desses
miRNASs se este transcrito for preferencialmente expresso em algum tecido ou em patologias;
uma hipotese que pode ser investigada em estudos subsequentes. A analise da expressédo do
CLCNS5 (Figura 12B) e dos seus miRNAs intragénicos sugerem co-expressao de pelo menos 6
dos 8 miRNAs intragénicos (rho > 0.7), sendo que tanto o gene hospedeiro quanto todos os seus
mIiRNASs intragénicos ttm os maiores niveis de expressdo no tecido renal (Figura 12C).
Enfatizando a importancia da incluséo de outras espécies, € possivel notar que o gene ortdlogo
Clen5 em camundongo possui cinco miRNAs intragénicos anotados, dos quais trés possuem
alta correlacdo de expressdo com o gene hospedeiro (rho > 0.6) (Figura 13), sugerindo que a
regulacao desse gene e de alguns dos miRNAs é conservada, o que pode indicar uma relevante

implicacao funcional.
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Figura 12. Representacéo do gene CLCN5 humano e seus miRNAs intragénicos. A) Diagrama das
isoformas do gene e as posi¢cdes dos miRNAs intragénicos nos transcritos. B) Expressdo de CLCN5 em
6 tecidos. C) Correlagdes de expressdo do gene CLCNS5 e dos seus miRNAs intragénicos.
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Figura 13. Representacdo do gene Clcn5 em camundongo e seus miRNAs intragénicos. A)
Diagrama das isoformas do gene e as posi¢des dos miRNAs intragénicos nos transcritos. B) Expressédo
de CLCNS5 em 6 tecidos. C) Correlacdes de expressdo do gene Clcn5 e dos seus miRNAs intragénicos.

Outro gene investigado, 0 HTR2C, codifica para um receptor de serotonina e contém
seis miRNAs intronicos na mesma orientagédo (Figura 14A). Uma associacdo funcional entre o
HTR2C e 0 miR-448, um dos miRNAs contidos neste gene, foi descrita por Kinoshita et al.
(2010). O estudo mostrou que a expressao aumentada de HTR2C leva ao concomitante aumento
da expressao de miR-448, que por sua vez inibe a expressédo de KLF5, um fator de transcrigcdo
importante para diferenciacdo de adipdcitos. Os dados apresentados na ferramenta reforcam a
idéia de co-expressdo do HTR2C e de seus miRNAs intragénicos (rho > 0.65), sendo ambos
expressos preferencialmente no cérebro (Figura 14B e C). Os padrdes de co-expressao também
foram observados para camundongo e gamba (opossum) (ver em http://miriad-database.org).
Também € interessante notar que 0 HTR2C estd envolvido com importantes desordens
neuropsiquiatricas (Muifios-Gimeno et al. 2011), e portanto as consequéncias funcionais da

expressdo conjunta deste gene e seus miRNAS intragénicos merecem ser investigadas.
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Figura 14. Representacéo do gene HTR2C humano e seus miRNAs intragénicos. A) Diagrama das
isoformas do gene e as posicdes dos miRNAs intragénicos nos transcritos. B) Expressdo de HTR2C em
6 tecidos. C) Correlacbes de expressdo do gene HTR2C e dos seus miRNAs intragénicos. Como a
expressao do miR-764 ndo foi detectada, ndo ha correlagdo para este miRNA.

3.1.6 Estatisticas de acesso

O acesso ao miRIAD é monitorado desde sua implementacdo através da ferramenta

Google Analytics (http://www.google.com/analytics/), auxiliando na geracéo de estatisticas que

indicam como a ferramenta tem sido utilizada. A Figura 15 mostra estatisticas geradas para o
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periodo de Outubro de 2014 (més em que o manuscrito foi publicado) até Maio de 2015.
Durante este periodo, percebemos que a ferramenta tem sido bastante acessada, contando com
26.455 visualizagdes de paginas (média de 110 visualizacGes por dia) em 6.337 sessdes (acessos
Unicos), sendo que cada sessdo tem em média 4,17 visualizagbes de paginas que duram um
tempo médio de ~4 minutos (Figura 15A). Isso indica um importante engajamento dos Usuarios.
Em relacdo as estatisticas por regido geografica, houve acessos provenientes de praticamente
todas as regides (Figura 15B), sendo que a maior quantidade provém dos Estados Unidos (25%
de todas as sessdes), sequida do Reino Unido, Japdo, Alemanha, india e China (Figura 15B). A
Figura 15C mostra o0 nimero de acessos por pagina (as 10 mais visitadas no periodo). E
interessante notar que, com excec¢do da pagina principal (home), a pagina de downloads tem
sido a mais frequentemente acessada, indicando possivelmente o uso extensivo dos dados

disponibilizados para processamento e analises locais.
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Figura 15. Estatisticas de acesso da ferramenta miRIAD. A) Estatisticas gerais para 0 nimero de
sessOes e paginas visualizadas, porcentagem de usuarios novos e 0s que retornaram ao website durante
o0 periodo de Outubro de 2014 a Maio de 2015. B) NUmero sessGes abertas de acordo com a localizagédo
geografica e os 10 paises de onde provém o maior nimero de acessos. C) As 10 paginas mais visitadas
durante o periodo.

4.2 Analise da influéncia dos genes hospedeiros e do contexto gendmico na expressao e

evolucio de miRNAs

4.2.1 A maioria dos miRNAs intragénicos humanos séo especificos de primatas e estdo

preferencialmente contidos em genes antigos

Com o objetivo de investigar a influéncia dos genes hospedeiros e do contexto genémico
na expresséo e evolugdo dos miRNAs, estes foram classificados em inter- ou intragénicos,

dependendo da sobreposicdo em nivel genémico com genes codificantes. Observamos que 0
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conjunto de miRNAs humanos (miRBase, v.20, N = 1870) é composto por ~40% de
intergénicos e ~60% de intragénicos (contidos em 986 genes hospedeiros codificantes), sendo
que 84% estdo localizados na mesma orientacdo de transcricdo dos genes hospedeiros. Os
miRNAs intragénicos estdo predominantemente em introns (90%), enquanto os que sobrepdem-
se a exons estdo, em sua maioria (~80%), em regides nao codificantes (5 UTR e 3> UTR). Com
0 intuito de analisar os padrbes de origem de miRNAs inter- e intragénicos, as idades dos
miRNAs humanos foram inferidas utilizando comparag6es de sequéncia com 0s genomas de
outras 13 espécies de vertebrados (ver Materiais e Métodos). Com base nos periodos de
surgimento, 0s miRNAs foram classificados em classes de idade (1: vertebrados, 2-4 amniotos,
5-6: mamiferos placentarios e 7-12: primatas), usadas ao longo do trabalho em analises
comparativas. Em concordancia com estudos anteriores (Iwama et al. 2013), 85% dos miRNAs
humanos emergiram apds a divergéncia de mamiferos placentarios (ramos 5-12), enquanto a
maioria dos miRNAs humanos anotados (~70%) surgiu em primatas (prevalentemente nos
ramos 7 e 8) (Figura 16A).

Considerando que os miRNAs intragénicos tornaram-se mais frequentes em
vertebrados, especificamente em mamiferos (Meunier et al. 2013), decidimos caracterizar a
dindmica de surgimento de miRNAs inter- e intragénicos comparando a quantidade de miRNAsS
de cada categoria ao longo da evolugéo dos vertebrados (Figura 16A). Os resultados mostraram
que h& taxas distintas de surgimento de miRNAs inter- e intragénicos (considerando igual
probabilidade (i.e., p = 0,5)), especialmente na linhagem dos primatas. A maior taxa de
surgimento de miRNAs intragénicos é vista no ramo 7 (P < 2,2 x 1076, teste binomial),
enguanto um excesso de miRNAs intergénicos existe nos ramos 9 (P = 0,01, teste binomial),
11 (P =0,02, teste binomial) e 12 (P = 0,001, teste binomial). Contudo, possiveis cenarios como
evolucédo por duplicagdo de miRNAs e a inclusdo de miRNAs sem evidéncia de expresséo (o

que poderiam ser considerados ‘“pseudo-miRNAs”), podem afetar diretamente essas
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interpretacdes. Por isso, optamos por considerar apenas 0s miRNAs com evidéncia de expressao
e agrupar aqueles distantes entre si a menos de 10 kb (ver Materiais e Métodos). Os miRNAs
intergénicos, em comparagao com os intragénicos, foram mais frequentemente agrupados em
clusters (odds ratio = 1,4, P = 6 x 10, teste exato de Fisher). No entanto, a taxa de surgimento
de miRNAs intragénicos permaneceu significativamente maior no ramo 7 (P < 2,2 x 10726, teste
binomial), e os ramos 5 e 8 também apresentaram excesso de miRNAs intragénicos (P < 0,02)
(Figura 16B). Esses resultados revelam que miRNAS intragénicos humanos comegaram a
prevalecer (em relacdo aos intergénicos) em mamiferos placentarios, sendo que a vasta maioria
desses miRNAs foi adquirida em primatas, através de um substancial incremento de miRNAs
contidos em genes codificantes.

Para testar a hipotese de que a idade dos genes hospedeiros afeta a expresséo e evolucao
dos miRNAs, consideramos a localizacdo genémica dos miRNAs como: intergénicos,
intragénicos contidos em genes antigos e intragénicos contidos em genes novos (idade = 1 ou
idade > 2, respectivamente; de acordo com Zhang et al. (2010) e Zhang et al. (2011) (Figura
16A). Observamos uma elevada fracdo de genes hospedeiros antigos (~83%) (Figura 16C),
mesmo considerando apenas 0s MiRNAS expressos e ap0s o0 procedimento de agrupamento em
clusters. Isso sugere que miRNAs intragénicos surgem ou sdo fixados preferencialmente em
genes antigos (Figura 16D e Figura 16E; P < 0,0001, teste de randomizacéo; ou P = 3,93 x 10
11" teste de Chi-quadrado). Essa diferenca significativa também foi observada quando
utilizamos idades de genes definidas por outros dois métodos alternativos (Ensembl e idades
obtidas de Chen et al. (2012)). Entretanto, sabe-se que genes antigos sdo maiores que genes
novos (Carmel et al. 2007; Wolf et al. 2009), o que de fato foi confirmado (P = 0,002, teste de
Mann-Whitney; Figura 16F). A tendéncia dos miRNAs surgirem em genes antigos poderia
entdo ser explicada simplesmente pelo fato desses genes compreenderem regides genémicas

maiores, e por isso encontrariamos um maior nimero de miRNAS em genes antigos. Para testar
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essa hipotese, comparamos a proporcdo de miRNAs em genes antigos e novos utilizando
subconjuntos que ndo diferem significativamente no tamanho (P = 0.27, teste de Mann-
Whitney, Figura 16G). Mesmo utilizando este controle, observamos uma proporcao equivalente
de genes hospedeiros antigos em relacdo ao conjunto total de genes (P = 0,63, teste de
randomizacéo; ou P = 0,97, teste de Chi-quadrado, Figura 16H), sugerindo que o tamanho do
gene ndo explica a diferenca observada. Uma outra abordagem que comprova a idéia de que 0s
genes hospedeiros sdo mais antigos € atraves da analise de Ka/Ks. Taxas de evolucdo sdo
proporcionais aos valores de Ka/Ks, ou seja, quanto menor o valor de Ka/Ks, menor a taxa de
evolucdo (evolucdo lenta), o que é comumente observadao em genes antigos (Alba e Castresana
2005). Curiosamente, observamos que genes hospedeiros tendem a evoluir mais lentamente que
0s genes ndo hospedeiros, conforme denotado pela distribuicdo tendendo a valores de Ka/Ks
menores (P < 2,2 x 108, teste de Kolmogorov-Smirnov (KS); Figura 161). Este padrio se
mantém inclusive quando comparamos somente as distribui¢cGes de genes antigos (idade = 1)
(Figura 161). Assim, os resultados apresentados até aqui apontam para um surgimento
preferencial de miRNAs intragénicos em genes antigos, independentemente do tamanho e do
método de definicdo de idade de gene, o que nos leva a sugerir que um fator seletivo pode estar

associado a este padrao.
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Figura 16. Idade dos miRNAs e genes hospedeiros humanos. A) Distribuicdo das idades dos miRNAs
humanos em vertebrados, evidenciando o nimero absoluto de miRNAs que surgiu em cada ramo. B)
Taxas de ganho de miRNAs inter- e intragénicos. O nimero de miRNAs por milhdo de anos foi
calculado com base no tempo de divergéncia entre os ramos. Os ramos 7 € 8 indicam o0 maior pico de
ganho de miRNAs intragénicos (P < 0.01, teste Binomial). C) Relagdes de idade dos genes hospedeiros
e dos miRNAs intragénicos. O comprimento das linhas horizontais é proporcional a frequéncia de genes
e miRNAs de cada idade. D) Frequéncia relativa referente a cada idade dos genes host e ndo-host. H&
um excesso significativo de genes host antigos (idade = 1) em relacdo aos ndo-host (P < 107, teste de
Chi-quadrado). E) Distribuicdo nula da frequéncia de genes antigos. Conjuntos de tamanhos iguais de
genes tdo ou mais antigos que 0os mMiRNAs de uma determinada idade foram amostrados randomicamente
10.000 vezes. A proporgdo de genes antigos observada esté representada pela linha vertical verde. F)
Distribuicdo do tamanho dos genes hospedeiros. O tamanho do gene foi tomado pela distancia entre as
coordenadas de inicio e fim de transcri¢do representadas em escala log2. O transcrito mais longo foi
utilizado como referéncia. G) Distribuicdo do tamanho dos genes hospedeiros controlando pelo tamanho
dos genes hospedeiros novos. O IQR (interquartile range) do tamanho dos genes novos foi usado para
amostrar genes com tamanhos similares. H) Distribuicdo nula da frequéncia de genes hospedeiros
antigos cujo tamanho n&o difere significativamente dos genes hospedeiros novos. A linha vertical
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representa a frequéncia observada de genes hospedeiros antigos. 1) Distribuicdo de valores de Ka/Ks
(taxa de substituicdo ndo sinénima pela taxa de substituigdo sinénima), mostrando que 0s genes host
possuem valores de Ka/Ks significativamente menores (P < 2.2 x 107, Kolgomorov-Smirnov test). Em
detalhe, sdo mostradas as distribuicGes apenas para genes host e ndo-host antigos (idade = 1).

4.2.2 Aidade dos genes hospedeiros e 0 contexto genémico afetam a expressdao dos miRNAs

Para investigar a influéncia do contexto genémico e da idade dos genes hospedeiros na
expressao dos miRNAs, nds consideramos as classes de idade previamente definidas (1, 2-4, 5-
6 e 7-12) e a posicdo gendmica (inter- e intragénicos). Em seguida, determinamos a abrangéncia
de expressdo de miRNAs e de genes hospedeiros utilizando o indice de tecido-especificidade t
(ver Materiais e Métodos) em 12 e 16 tecidos/tipos celulares, respectivamente. Os niveis de
expressao, e particularmente a abrangéncia de expressao, sdo sabidamente correlacionadas com
as taxas de evolucdo dos genes, o que significa que genes conservados tendem a ser altamente
expressos e em diferentes tecidos (elevada abrangéncia de expressao) (Wolf et al. 2009; Park
et al. 2012; Zhang et al. 2012). De fato, 0s genes hospedeiros antigos sdo mais amplamente
expressos (i.e., T menor) do que hospedeiros novos (P = 0,03, teste de Mann-Whitney, Figura
17A). Além disso, 0s miRNAs antigos também sdo mais amplamente expressos que 0s recentes
(idade 1 vs 2-4, 5-6 e 7-12: P < 0,002; idade 2-4 vs 7-12: P < 2,2 x 10°%; idade 5-6 vs 7-12: P
< 2,2 x 1018, teste de Mann-Whitney; Figura 17A). Comparando a abrangéncia de expressio
dentro da mesma classe de idade, vimos que, apesar do pequeno numero de casos (N = 13 para
idades 2-4 e 5-6), miRNAs com origem em amniotos (idade > 2) ou em mamiferos placentarios
(idade > 5) contidos em genes novos tendem a apresentar maior tecido-especificidade do que
aqueles localizados em genes antigos ou intergénicos (idade 2-4: miRNAs em genes
hospedeiros novos vs antigos: P = 0,01 e vs intergénicos: P = 0,01; idade 5-6: miRNAs em
genes hospedeiros novos vs antigos: P = 0,07; Figura 17A, ver Figura 17B para uma ilustracdo

esquematica). Curiosamente, miRNAS intragénicos primata-especificos (idade 7-12) tém maior
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abrangéncia de expressdo que os intergénicos de mesma idade, enquanto a maior diferenca é
observada para 0s miRNAs contidos em genes antigos (miRNAs em hosts antigos vs
intergénicos: P = 1,6 x 107; miRNAs em hosts novos vs intergénicos: P = 0,004; Figura 17A).
Esta mesma tendéncia é observada quando consideramos somente o0 nimero de tecidos em que

0s miRNAs séo expressos como medida de abrangéncia de expresséo (Figura 18A).
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Figura 17. Abrangéncia de expressdo de miRNAs de acordo com a idade e o contexto genémico.
A) O primeiro painel mostra que genes host antigos sdo mais amplamente expressos que genes novos.
Os demais painéis mostram a abrangéncia de expressdo de mMiRNAs intergénicos (vermelho),
intragénicos em hosts antigos (azul) e intragénicos em hosts novos (roxo) de acordo com a categoria de
idade (1: vertebrados, 2-4: amniota, 5-6: mamiferos, 7-12: primatas). MiRNAs mais antigos sdo mais
amplamente expressos (i.e., quanto menor a idade, menor o t). MiRNAS intragénicos em hosts novos
sdo mais tecido-especificos em relacdo aos intergénicos e intragénicos em hosts antigos de mesma idade.
MiRNAS novos (7-12) em hosts antigos sdo mais amplamente expressos que miRNAs intergénicos. (+P
= 0,07; *P < 0,05; **P < 0,001, Mann-Whitney U test). B) Representacdo esquematica do contexto
gendmico dos miRNAs considerado nas analises. C) Correlagdes da abrangéncia de expressdo de
miRNASs intragénicos e seus genes hospedeiros (todas as correlagdes: p > 0,2, P < 0,05, correlagdes de
Spearman).

Para verificar a robustez dos resultados observados, recalculamos a abrangéncia de

expressao dos miRNAs utilizando uma serie de controles: (1) removendo dados de expressdo
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de testiculo (Figura 18B), ja que genes codificantes e ndo codificantes jovens usualmente
apresentam expressao preferencial em testiculo (Necsulea e Kaessmann 2014) e muito do que
se conhece por transcri¢do “promiscua” ¢ atribuida a permissividade da conformacdo da
cromatina durante a espermatogénese (Soumillon et al. 2013). Dessa forma, excluimos a
hipdtese de “out of testis”, que prevé que genes NOVOS SA0 EXPressos primeiramente no testiculo
e evoluem para padrdes de expressdo amplos (Kaessmann 2010), o que poderia explicar parte
das diferencas observadas na abrangéncia de expressdo dos miRNAs. (2) Removendo dados de
expressao de cérebro e cerebelo, evitando assim um viés inerente a complexidade e diversidade
do transcriptoma de tecidos neurais (Ramskold et al. 2009) (Figura 18C); (3) agrupando
miRNAs cuja distancia entre eles é menor do que 10 kb (Figura 18D); (4) utilizando idades de
miRNAs definidas por outro método (Iwama et al. 2013) (Figura 18E); (5) usando dados de
expressao unicamente gerados pelo mesmo estudo (Figura 18F), de modo a reduzir o potencial
viés causado pela variabilidade técnica e/ou bioldgica, e finalmente (6) comparando miRNAS
inter- e intragénicos somente de idade 7 (Figura 18G), j& que miRNAs intergénicos mostraram-
se o0 tipo mais frequente nos de idade 9-12 (Figura 16B). De modo consistente, todas essas
analises dao suporte robusto a ideia de que a abrangéncia de expressdo dos miRNAs é

influenciada pela idade do gene hospedeiro.
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Figura 18. Controles relacionados a analise de abrangéncia de expressdo de miRNAs. A)
Abrangéncia determinada pela nimero de tecidos em que os miRNAS sdo expressos. B) Abrangéncia
excluindo-se a expressdo proveniente do testiculo. C) Abrangéncia excluindo-se a expressdo
proveniente de cérebro e cerebelo. D) Abrangéncia de expressdo com dados de miRNAs agrupados
guando distantes até 10 kb. E) Abrangéncia de expressao utilizando idades de miRNAs definidas por
Iwama et al. (2012). F) Abrangéncia de expresséo utilizando dados de RNA-Seq provenientes do mesmo
estudo (Meunier et al. 2013) para 5 tecidos. G) Abrangéncia de expressdo para miRNAS jovens somente
de idade = 7. (+) 0,05 < P < 0,09; (*) P < 0,05; (**) P < 0,001.

Consistente com os achados acima, observamos correlagdes positivas e significativas
entre a abrangéncia de expressao de miRNAs e dos seus genes hospedeiros (idade 1: p = 0,67,
P =2,0x 104 idade 2-4: p = 0,36, P = 0,03; idade 5-6: p = 0,47, P = 2,0 x 10, age 7-12: p =
0,20, P = 0,01, correlagdes de Spearman; Figura 17C). Notadamente, a correlacdo dos miRNAs
novos (idade 7-12) é basicamente explicada pela abrangéncia de expressdo dos genes antigos
(dado ndo mostrado). Ao contrario da analise de abrangéncia de expressdo, ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de expressdo entre miRNAS inter- e intragénicos
pertencentes a uma mesma classe de idade (Figura 19A). A diferenca observada entre os niveis
de expressdo mais elevados para miRNAs intergénicos novos devem-se essencialmente a
expressao tecido-especifica em testiculo (Figura 19B).

ok

A B T

Expressao (log2)
Expresséo (log2)

1

1 7-12

Figura 19. Nivel de expressdo dos miRNAs de acordo com a idade e o contexto genémico. A)
Boxplots da mediana de expressdo dos miRNAs considerando os tecidos em que 0os miRNAs sdo
expressos (> 1cpm). Nota-se que os niveis de expressdo sdo mais altos para 0s miRNASs mais antigos.
Excluindo-se a expressdo em testiculo, ndo ha diferencas significativas entre miRNASs pertencentes a
uma mesma classe de idade. B) Quando consideramos todos os 12 tecidos (i.e. incluindo testiculo),
observamos que 0s mMiRNAS intergénicos jovens sdo mais expressos que os intragénicos (** P < 0,001,
teste de Mann-Whitney). Essa diferenca deve-se, portanto, a expressdo testiculo-especifica.
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Levando em conta que os miRNAs intragénicos e seus genes hospedeiros sao
frequentemente co-transcritos (Baskerville e Bartel 2005; Marsico et al. 2013), espera-se que
as correlagOes entre a abrangéncia de expressdo dos miRNAs e dos genes nos quais estdo
inseridos estejam relacionadas com a co-expressdo dos dois transcritos. Para testar essa
hipotese, realizamos um teste de randomizacdo (ver Materiais e Métodos), o que confirmou
uma co-expressao significativa dos miRNAs intragénicos e seus genes hospedeiros em relagao
a0 esperado ao acaso (todas as idades, exceto 2-4: P < 1,4 x 10#; Figura 20), sugerindo que a
influéncia exercida pelos genes hospedeiros na abrangéncia de expressao dos miRNAs esta de

fato relacionada com pares miRNA-gene co-expressos.
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Figura 20. Co-expressdo de miRNAs intragénicos e genes hospedeiros. Os histogramas representam
as distribuigdes nulas das razBes de co-expressdo entre miRNAS e seus genes hospedeiros. Para cada par
miRNA-gene, a ordem dos tecidos foram ranqueadas de acordo com o nivel de expressao.
Posterioremente a razdo do nimero de tecidos em que o miRNA e o gene hospedeiro sdo expressos na
mesma ordem foi contabilizada. A média das razdes de co-expressdo observadas (representadas por
linhas verticais) foram comparadas com as médias das razdes calculadas por randomizagdo da ordem
dos tecidos 10.000 vezes (idade 1: P < 0,0001; idade 2-4: P = 0.12, idade 5-6: P < 0,0001; idade 7-12:
P < 0,0001).

A influéncia exercida pelo contexto gendémico na expressdo dos miRNAS intergénicos
também foi investigada. Para isso, o contexto genémico foi definido como a distancia dos
miRNAs para 0s genes codificantes mais proximos. Observamos que 0s miRNAS intergénicos
distam dos genes mais proximos em dezenas de bases até mais de 1,5 Mb (megabases) (mediana

= 34 kb), enquanto ~33% estdo distantes até 10 kb. Resultados similares também foram

observados para lincRNAs e os genes codificantes mais proximos (Cabili et al. 2011). Ao
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investigarmos a relacdo entre a abrangéncia de expressdo dos miRNAs intergénicos com a
distancia dos genes mais proximos, vimos que a abrangéncia tende a ser maior a medida que 0s
miRNAs estdo mais proximos dos genes (p = 0,31, P = 1,84 x 10°%; correlacio de Spearman;
Figura 21A). Correlagdes positivas e significativas foram observadas particularmente para
miRNAs que surgiram apoés a divergéncia de aves (idade > 2-4) (idade 1: p = —0,13, P = 0,30;
idade 2-4: p = 0,36, P = 0,03; idade 5-6: p = 0,48, P = 0,006; idade 7-12: p = 0,36, P = 6,37 x
10 correlaces de Spearman; Figura 21A). Da mesma forma, os niveis de expressdo também
estdo correlacionados com a proximidade dos genes (idade 1: p = 0,16, P = 0,30; idade 2-4: p =
—-0,36, P = 0,03; idade 5-6: p =—0,36, P = 0,04; idade 7-12: p = —0,25, P = 0,004; correlactes
de Spearman; Figura 21B). Em contraste com o0s resultados encontrados para miRNAs
intragénicos e seus genes hospedeiros, a abrangéncia de expressédo dos miRNASs intergénicos e
dos genes vizinhos ndo esta correlacionada (Figura 21C), mesmo quando consideramos somente
0s MiRNASs distantes a menos de 10 kb ou quando consideramos 0s genes mais proximos aqueles
a jusante e na mesma orientacdo dos miRNAs (Figura 22A e B). Diferentemente dos genes que
contém miRNAs, ndo encontramos nenhuma relacéo entre a idade dos genes e dos miRNAs com
a proximidade dos genes vizinhos (dados ndo mostrados). Portanto, a proximidade dos genes
vizinhos parece afetar a expressdo dos miRNAs intergénicos (para aqueles de idade > 2), mas nao
de maneira coordenada como ocorre com o0s genes hospedeiros e seus miRNAs intragénicos. Uma
explicacdo alternativa para as correlagdes observadas pode estar relacionada com a atividade
transcricional favorecida pela cromatina aberta ao redor dos genes vizinhos (Ebisuya et al. 2008;

Cabili et al. 2011), ao invés da co-regulagéo.
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Figura 21. Expressdo de miRNAs intergénicos em relagdo aos genes mais préximos. A) Correlacao
entre a abrangéncia de expressdo e distancia dos genes mais proximos (p = 0.31, P < 0,001, correlacdo
de Spearman), mostrando que miRNAs intergénicos tendem a ter maior abrangéncia de expressao
quando estdo proximos a genes codificantes. Correlacdes para cada classe de idade sdo mostradas em
detalhe (idade 2-4, 5-6 e 7-12: 0.,5 < p < 0,5; P < 0,05). B) Correlagdes entre 0s niveis de expressdo dos
miRNASs e a distancia dos genes mais proximos para cada classe de idade. O nivel de expressdo é dado
pela mediana da expressdo dos miRNAs nos 12 tecidos analisados. Correlacfes significativas foram
observadas para todas as idades (exceto idade 1) (-0,36 < p < -0,25; P < 0,05). C) Correlacdo entre a
abrangéncia de expressao de miRNAs e dos genes mais proximos na mesma orientacdo transcricional.
A correlacdo ndo é significativa (p < -0,03; P = 0,6). Para essas analises, miRNAs distantes até 10 kb
foram agrupados.
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Figura 22. Abrangéncia de expressdao de miRNAs intergénicos e genes vizinhos. A) Auséncia de
correlagdo entre a abrangéncia de expressdo de miRNAs e dos genes mais préximos, considerando
apenas 0s miRNAs distantes até 10 kb a montante dos genes. B) Auséncia de correlacdo entre miRNAs
intergénicos e 0s genes mais proximos considerando aqueles na mesma orientacdo e a jusante dos
mMiRNAS.

Em resumo, os resultados apresentados até aqui mostram que a idade dos genes
hospedeiros afeta a abrangéncia de expressao dos miRNAs intragénicos. Isso é especialmente
relevante para miRNAs jovens (idade 7-12), que sdo expressos em um maior nimero de
tecidos quando comparados com os intergénicos de mesma idade, sugerindo uma contribuicéo
direta dos genes hospedeiros antigos para esse fenbmeno. Aparentemente, 0s niveis de
expressdo dos miRNAs intragénicos ndo sdo afetados da mesma maneira. Em contrapartida,
tanto a abrangéncia quanto os niveis de expressdo dos miRNASs intergénicos estdo associados
com a proximidade de genes codificantes, o que possivelmente tem relacdo com o efeito do

estado da cromatina nas regides adjacentes.
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4.2.3 Evidéncias de que os miRNAs intragénicos antigos possuem expressao conservada

Diferencgas na expressdo génica é reconhecidamente um dos fatores que determinam a
diversidade fenotipica entre espécies (Carroll 2000). Embora a real contribui¢do da selecéo
natural para o estabelecimento dessas diferencas seja discutivel (Khaitovich et al. 2004),
atualmente aceita-se que a regulacdo génica evolui sob selecdo estabilizadora para um vasto
conjunto de genes, o que implica em menor variagao de expressdo intra e interespecifica (Lemos
et al. 2005). Neste sentido, questionamos se diferengas na expressdo de miRNAS entre espécies
sdo equivalentes para miRNAs inter- e intragénicos. Para responder essa questéo, utilizamos os
dados de expressdo gerados por Meunier et al. (2013) para comparar 0s niveis de expressao dos
miRNAs humanos em cinco tecidos (cérebro, cerebelo, coracdo, rim e testiculo) com outras
cinco espécies (macaco rhesus, camundongo, gamba, ornitorrinco e galinha). A quantificacdo
da divergéncia de expressdo foi determinada pelas distancias Euclidianas dos niveis de
expressdo dos miRNAs humanos e dos seus ortdélogos nas demais espécies (ver Materiais e
Métodos). Curiosamente, observamos que mMiRNASs intragénicos antigos apresentam
divergéncia de expressdo significativamente menor que os intergénicos (idade 1: P = 0,019;
idade 2-4: P = 0,017, teste de Mann-Whitney, Figura 23A). Além disso, a0 compararmos a
abrangéncia de expressdo dos miRNAs humanos e dos seus ortdlogos nas respectivas espécies,
observamos correla¢des com coeficientes maiores para miRNAS intragénicos antigos e de idade
intermediéria (i.e., excluindo aqueles de idade 7) em detrimento dos intergénicos (diferencas
significativas entre as correlagGes foram obtidas pelo método de transformacdo Z de Fisher e
foram observadas para ornitorrinco (P = 0,02, teste unicaudal), gamba (P = 0,05, teste
unicaudal) e camundongo (P = 0,01, teste unicaudal), Figura 23B). Esses resultados sugerem
uma maior restricao da expressao (constraint) para miRNAs intragénicos quando consideramos

periodos evolutivos mais distantes (anterior a divergéncia dos mamiferos placentérios).
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Figura 23. Andlise da expressdo interespecifica de miRNAs. A) Divergéncia de expressdo entre
miRNAs humanos e seus ortélogos em cinco espécies. A divergéncia de expressdo foi calculada pelas
distancias Euclidianas dos niveis de expressdo em cinco tecidos (cérebro, cerebelo, coragédo, rim e
testiculo) para cada par de ort6logos. Os boxplots representam as distribui¢6es das distancias conjuntas
para cada par miRNA-ortélogo, de acordo com a classe de idade. Diferencas significativas foram
avaliadas com testes de Mann-Whitney (*P < 0.02). B) Correla¢6es de Spearman entre a abrangéncia
de expressdo de miRNAs humanos e seus ortdlogos em relagdo ao contexto gendmico (inter- e
intragénico). As correlacdes sdo: Galinha: intergénico: p = 0,70, intragénico: p = 0,78; Ornitorrinco:
intergénico: p = 0,68, intragénico: p = 0,83; Opossum: intergénico: p = 0,76, intragénico: p = 0,85;
Camundongo: intergénico: p = 0,69, intragénico: p = 0,81; Macaco Rhesus: intergénico: p = 0,86,
intragénico: p = 0,79; Macaco Rhesus excluindo miRNAs de idade 7 (mostrado em detalhe):
intergénico: p = 0,79, intragénico p = 0,81 (todas as correlagdes P < 1.0 x 10°°). Para testar diferencas
significativas entre os coeficientes de correlacdo, utilizamos a transformacdo Z de Fisher. Diferencas
significativas entre correlacdes de miRNAs inter- e intragénicos foram observadas para Ornitorrinco (P
= 0,02, unicaudal), Gambé (P = 0,05, unicaudal) e Camundongo (P = 0,01, unicaudal). Um minimo de
1 cpm (contagem por milhdo) em cada tecido foi adotado como cutoff de expressdo para ambas as
analises (A e B).

Em seguida, investigamos se a restricdo de expressdo observada para miRNAs
intragénicos antigos € acompanhada de uma conservacdo diferencial em termos de sequéncia.
Para isso, analisamos as distribui¢es dos PhyloP scores definidos para a sequéncia precursora
dos miRNAs, o que revelou forte concordancia com nossa definicéo de classes de idade. Assim,
qguanto mais antigos sdo os miRNAs, maiores sdo os PhyloP scores (Figura 24A). De forma
geral, ndo foram observadas diferencas significativas na conservacdo de sequéncia entre

miRNAs inter- e intragénicos de mesma idade, exceto no caso dos miRNAs intragénicos jovens

(idade 7-12), que apresentaram scores maiores que os intergénicos (Figura 24A). Entretanto,
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essa diferenca parece estar relacionada com as regibes gendmicas adjacentes, e ndo com as
sequéncias dos miRNAs em si, conforme indicado pela andlise das regibes intragénicas
randomicas (Figura 24A) e para regides imediatamente adjacentes aos miRNAs (dados nédo
mostrados), que também possuem scores maiores que regides intergénicas. Em relacdo a regiao
seed — normalmente a regido mais conservada dos miRNAs (Lewis et al. 2005; Mohammed et
al. 2013) —, também observamos diferencas entre as duas categorias (dados ndo mostrados).
Além disso, foi possivel verificar que a sequéncia seed é de fato mais conservada que a regido
precursora, inclusive para os miRNAs jovens (idade 7-12) (Figura 24B). Esses resultados
indicam que, a longo prazo, os miRNAS intragénicos podem estar sujeitos a uma menor
variacdo de expressdo (maior constraint) do que os intergénicos, 0 que a principio nao esta
refletido na conservacdo de sequéncia. Uma possivel explicacdo para as diferencas de
constraint de expressdo pode estar relacionada com a influéncia do controle regulatério dos

genes hospedeiros antigos (ver Discussao).
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Figura 24. Conservacao de sequéncia dos miRNAs humanos. A) A conservacao € representada pela
média dos phyloP scores da sequéncia precursora. Nota-se que os miRNAS antigos possuem scores mais
elevados, refletindo a definicdo das classes de idade. Uma diferenca significativa foi detectada entre
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miRNASs inter- e intragénicos jovens (idade 7-12) (**P < 0,001, teste de Mann-Whitney). Entretanto,
essa diferenca também surge quando a comparacéo é feita com controles randomizados. B) Comparacao
da conservagdo das sequéncias ‘seed’ com as precursoras. Todas as comparagdes (e também com o
controle randomizado) revelaram maior conservagdo das sequéncias ‘seed’ (P < 0,01, teste de Mann-
Whitney), exceto para miRNAs intragénicos de idade 5-6 e 7-12 em hosts novos.

4.2.4 Associacdes funcionais entre os miRNAs e sua localizagdo genémica

As diferencas observadas entre miRNASs inter e intragénicos motivaram a exploracéo
de possiveis aspectos funcionais relacionados com essas duas categorias. Mostramos, por
exemplo, que miRNAs intragénicos jovens possuem abrangéncia de expressdo maior que 0s
intergénicos (Figura 17A). Portanto, € razoavel supor que esses miRNAs atinjam um repertorio
mais diverso de genes-alvo, uma vez que estdo expressos em maior nimero de tecidos. Nos
utilizamos o algoritmo TargetScan para predicéo de alvos de miRNAs, que indicou um conjunto
de alvos mais diverso para os miRNASs intragénicos jovens quando comparados com 0s
intergénicos (idade 7-12: intragénicos em hosts antigos vs intergénicos: P = 0,003, teste de
Mann-Whitney; Figura 25A). Com base nesses resultados, especulamos que os miRNAS
jovens, especialmente aqueles que surgem em genes antigos, por apresentarem maior
abrangéncia de expressdo, poderiam regular um repertorio mais diverso de alvos, embora
abordagens experimentais serdo necessarias para corroborar esta idéia.

Considerando que as fungdes dos miRNAs intragénicos tambeém podem estar
relacionadas com as funcdes desempenhadas pelos genes hospedeiros, investigamos essa
possibilidade realizando uma analise de enriquecimento funcional de categorias do Gene
Ontology com os genes hospedeiros. Curiosamente, tais genes estdo fortemente associados com
funcdes neuronais (Figura 25B). Além disso, uma analise de enriquecimento de expressao com
a ferramenta DAVID também revelou uma sobre-representatividade desses genes em cérebro
(P =1,1x 10", p-valor corrigido para multiplos testes com o método de Benjamini-Hochberg).

Em seguida, testamos se a proporcdo de miRNAs inter e intragénicos também encontra-se
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enriquecida em algum tecido. Encontramos que os miRNAs intragénicos estdo sobre-
representados (em relagdo aos intergénicos) em tecidos neurais (cérebro: P = 0,01 e cerebelo:
P = 0,002, teste exato de Fisher; Figura 25C), um resultado concordante com estudos anteriores
que demonstraram expressao cérebro-especifica de miRNAs jovens (Meunier et al. 2013).
Portanto, a conex&o entre o papel desempenhado pelos genes hospedeiros em tecidos neurais,
com a sobre-representacdo de miRNAS intragénicos primata-especificos em cérebro e cerebelo,
sugere uma associacgdo funcional e uma contribuicdo conjunta desses genes codificantes e nao-
codificantes na evolucéo de interacdes regulatorias no tecido nervoso. Por outro lado, miRNAs
intergénicos jovens (comparados aos intragénicos), estdo marginalmente sobre-representados
em testiculo (P = 0,06, Figura 25C). Isto talvez esteja ligado a duas vertentes interpretativas
sobre expressao testiculo-especifica, que invocam a expressdo facilitada pelo remodelamento
da cromatina durante a espermatogénese (Soumillon et al. 2013) ou a acdo de pressdes seletivas
que favorecam este padréo (Necsulea e Kaessmann 2014).

Considerando que a variacdo da expressdo de miRNAs pode estar relacionada com a
atividade regulatdria dos genes hospedeiros (Baskerville e Bartel 2005), e que diversas doencas
tém associacgdes diretas ou indiretas com a expressédo alterada de miRNASs, nos vislumbramos
a possibilidade dos miRNAs inter- e intragénicos estarem diferentemente representados em
doengas humanas. Para verificar essa hipdtese, utilizamos informacdes fornecidas pelo HMDD
v.2.0, um banco curado que reporta a participacdo de miRNAs em doencas. Observamos uma
maior proporcdo de miRNASs intergénicos jovens (em relacdo aos intragénicos) associados a
doencas (idade 7-12: P = 0,02, teste exato de Fisher; Figura 25D). Resultados similares também
foram obtidos com dados provenientes de outro banco curado (PhenomiR) que compila
informagdes de miRNAs com expresséo alterada em doencas (idade 7-12: P = 1,5 x 10°®, teste
exato de Fisher; Figura 25D). MiRNAs intergénicos de idades 1, 2-4 e 5-6, quando agrupados,

também estdo sobre-representados (P < 0,03). Uma explicacdo para essas diferencas pode estar
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relacionada com o modo como mMiRNAs respondem a perturbacbes na sua atividade
transcricional. Como as regides regulatérias de genes hospedeiros e miRNAs intragénicos sdo
comumente compartilhadas (Marsico et al. 2013), é possivel que a expressdao de miRNAs
intragénicos, especialmente os jovens, seja menos impactada por variacdes extremas por conta
do controle regulatério bem estabelecido dos genes hospedeiros antigos, o que resultaria numa

menor variagdo na expressao desses miRNAs (ver Discusséo).
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Figura 25. AssociacGes funcionais preditas in silico para miRNAs inter e intragénicos. (A) Nimero
de alvos preditos por miRNA de acordo com a idade e localizagdo gendmica (*P < 0,05, teste de Mann-
Whitney). (B) Anélise de enriquecimento de processos biologicos do Gene Ontology associados aos
genes hospedeiros, evidenciando funcGes neuronais. (C) Proporcdo de miRNAs jovens (idade 7-12)
expressos no cortex frontal (CF), cerebelo (CB), coragdo (C), rim (R) e testiculo (T). MiRNAs
intragénicos estdo sobre-representados em tecidos neurais (*P < 0,05, teste exato de Fisher). (D)
Proporcdo de miRNAs jovens (idade 7-12) inter- e intragénicos presentes em bancos de dados
associados a doencas (HMDD e PhenomiR) em relacdo ao total de miRNAs jovens em cada categoria.
Os miRNAs intergénicos estdo sobre-representados em relagdo aos intragénicos (*P < 0,05, **P < 0,01,
teste exato de Fisher).
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4.3 Analise da expressao diferencial de miRNAs e associa¢des com a quimioresisténcia

em cancer colorretal

4.3.1 Sequenciamento e identificacdo de microRNAs em linhagens celulares de céncer

colorretal

O sequenciamento gerou um total de 384.056.150 de reads, com variagéo entre 25 e 42
milhdes de sequéncias por linhagem celular (Tabela 2). Em média, 82% das sequéncias
alinharam perfeitamente no genoma humano. Do total de sequéncias geradas, em média 23%
mapearam em miRNAs maduros anotados pelo miRBase (Tabela 2), uma proporcdo coerente

com estudos que utilizaram metodologias similares (Schulte et al. 2010; Dhahbi et al. 2011).

Tabela 2. Estatisticas gerais do mapeamento dos RNAs pequenos no genoma humano e
quantidade de sequéncias mapeadas em miRNAs maduros.

% reads mapeados em

Linhagem celular Total de reads % reads mapeados miRNAs
CACO2 25.178.281 84,05 20,99
COLO205 35.838.967 75,11 25,45
HCC2998 34.013.530 75,31 16,46
HCT116 27.107.238 88,09 33,58
HCT15 34.862.986 89,27 25,72
HT29 28.406.493 78,26 25,67
KM12 27.010.631 71,20 17,12
LIM2405 31.415.642 88,86 30,69
RKO 42.738.358 89,66 29,23
SW480 31.800.125 87,77 15,83
SW620 40.168.148 83,76 19,06
Total/Média 358.540.399 82,84 23,61

A maioria das sequéncias mapeadas contém entre 19 nt e 23 nt, um intervalo esperado
que reflete o tamanho dos miRNAs maduros (Figura S3, Apéndice). Esses dados indicam que
a construcdo das bibliotecas, o0 sequenciamento e 0 mapeamento dos reads foram conduzidos

de forma adequada para as analises propostas. Em seguida, a quantidade de sequéncias
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totalmente sobrepostas aos miRNAs conhecidos foram somadas para obtencao dos valores de
expressao, e que posteriormente foram utilizados na analise da expressdo diferencial entre 0s

grupos de linhagens resistentes e sensiveis as drogas testadas.

4.3.2 Expressdo diferencial de microRNAs em linhagens resistentes e sensiveis a drogas

quimioterapicas

Os grupos de linhagens resistentes e sensiveis as drogas 5-FU e Oxaliplatina foram
testados quanto a expressdo diferencial de miRNAs. Os miRNAs muito pouco expressos foram
eliminados das analises, excluindo-se aqueles com expressdo < 1 cpm em menos de 3 linhagens.
Do total de 1107 miRNAs maduros identificados (57,6% de todos os miRNAs maduros
conhecidos — miRBase, versdo 19), ap6s a aplicacdo do filtro restaram 454 miRNAs com
expressao em niveis consideraveis para o grupo de linhagens testadas para 5-FU e 495 miRNAs
para o grupo testado para Oxaliplatina. O numero de miRNAs maduros identificados, apos a
utilizacdo do filtro de expressdo tambem foi equivalente ao encontrado em estudos similares

(Dhahbi et al. 2011; Hamfjord et al. 2012).

A Figura 26A mostra a expressdao dos miRNAs diferencialmente expressos entre 0s
grupos de linhagens resistentes e sensiveis a 5-FU. O agrupamento hierarquico dos miRNAs
diferencialmente expressos, realizado pelo método de distancias euclidianas, ndo foi capaz de
separar completamente as linhagens sensiveis das resistentes (dados ndo mostrados).
Entretanto, foi possivel identificar miRNAs que apresentam papel importante na morte celular.
Observamos que miR-504 é mais expresso nas linhagens resistentes (Figura 26A). Este miRNA
foi descrito como regulador negativo do gene TP53 (Hu et al. 2010), sugerindo que a

sensibilidade a 5-FU pode estar relacionada com niveis mais baixos desse miRNA.
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Figura 26. Heatmap dos valores de expressdo normalizados dos miRNAs diferencialmente
expressos (FDR < 0.01) entre linhagens resistentes e sensiveis ao tratamento com a droga 5-FU (A)
e Oxaliplatina (B).

Outro miRNA potencialmente interessante € o0 miR-376C, que encontra-se menos
expresso nas linhagens resistentes a 5-FU (Figura 26A). Células derivadas de melanoma
transfectadas com miR-376C apresentaram proliferacdo e migracdo reduzida. Um dos seus
alvos validados experimentalmente é o gene IGF1R, um receptor tirosina quinase
conhecidamente envolvido com a progressdo tumoral em melanoma (Zehavi et al. 2012).

Os miRNAs diferencialmente expressos entre linhagens resistentes e sensiveis a
Oxaliplatina estdo indicados na Figura 26B. Dentre os miRNAs identificados, 0 miR-342 foi o
gue mais nos chamou atencdo por apresentar um padrdo de expressao consistente com a
literatura e em niveis testaveis experimentalmente, sendo mais expresso nas linhagens sensiveis
adroga. Relacionado com esse resultado, estudos anteriores demonstraram que o miR-342 inibe
a capacidade invasiva e proliferacdo de células SW480, caracterizada pela parada do ciclo
celular na fase G(0)/G(1) e que a expressdo aumentada de miR-342 foi capaz de inibir o

crescimento tumoral e metastase pulmonar em camundongos (Wang et al. 2011).



101

Adicionalmente, 0 miR-342 esta localizado no terceiro intron do gene EVL (Figura 27A), um
gene que participa da via de reparo de dupla-quebra de DNA (Takaku et al. 2009a). Esses
dois genes séo co-expressos e encontram-se silenciados em céncer colorretal devido a
hipermetilacdo de ilhas CpG na regido promotora do gene EVL (Grady et al. 2008). A co-
expressao desses dois genes foi corroborada em nossas andlises, evidenciada pela correlagao
da expressdo de miR-342 e de EVL (utilizando dados de RNA-Seq de mRNAs disponiveis
no laboratério) (rho = 0,7, P = 0,03; Figura 27B). Também verificamos a maior expressao de
miR-342 num painel que engloba linhagens adicionais sensiveis a Oxaliplatina por qRT-PCR

(P = 0.05, teste t de Student; Figura 27C).
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Figura 27. Expressdo de miR-342 e EVL por gRT-PCR. A) Posi¢do do miR-342 no terceiro intron
do gene host EVL. B) Correlagdo dos valores de expressdo de miR-342 e EVL (rho = 0,7, P = 0,03,
correlacdo de Spearman). A expressao de EVL esté indicada em RPKM. C) Expressao de miR-342 em
linhagens resistentes e sensiveis Oxaliplatina determinadas por gRT-PCR. As medidas representam 0s
valores de AACt relativos a IDN (intestino delgado normal).
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4.3.3 Enriquecimento de categorias funcionais para os alvos dos miRNAs diferencialmente

EXPressos

Com o objetivo de explorar possiveis funcdes desempenhadas pelos MiRNAS
diferencialmente expressos, selecionamos um conjunto de potenciais alvos preditos pelo
algoritmo TargetScan 6.2. A Figura 28 mostra as principais categorias funcionais do Gene
Ontology e vias do KEGG enriquecidas para os alvos dos miRNAs diferencialmente expressos
nas linhagens tratadas com 5-FU e Oxaliplatina. Vimos que a maioria dos miRNAS tem seus alvos
envolvidos com a regulagdo da transcricdo. Os alvos preditos de miR-130A-3p e miR-582 s&o
funcionalmente diversos e, notadamente, estdo enriquecidos para Pathways in cancer e
Colorectal Cancer, respectivamente. Consistente com estudos anteriores, observamos que 0s
alvos do miR-504 e, em especial do miR-342-3p, estdo significativamente associados com

apoptose (Figura 28) (Grady et al. 2008; Hu et al. 2010).
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Figura 28. Analise funcional dos alvos dos miRNAs diferencialmente expressos. Foram incluidos
na analise termos pertencentes & categoria “biological process” do Gene Ontology (P < 0.01 e FDR <
5%) e vias de sinalizacdo do KEGG (denotados com *) (P < 0.01 e FDR < 10%). O grafico mostra 1
termo por cluster (score > 1.3) definido pelo algoritmo da ferramenta DAVID. Os termos enriquecidos
estdo representados para o conjunto de alvos dos miRNAs diferencialmente expressos entre linhagens
resistentes e sensiveis a 5-FU e Oxaliplatina.
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Portanto, a analise de alvos e o fato do miR-342 apresentar maior expressdo nas
linhagens sensiveis a Oxaliplatina sugerem seu envolvimento com a via apoptotica. Além
disso, Grady et al. (2008) mostraram que a expressao aumentada de miR-342 foi capaz de
induzir a apoptose na linhagem HT-29. Outra evidéncia a favor desse papel esta relacionada
com a sensibilizacdo de linhagens de tumor de mama a droga Tamoxifen pelo aumento da
expressdo de miR-342 (Cittelly et al. 2010). Em virtude desse conjunto de evidéncias,
decidimos investigar o papel de miR-342 como promotor da apoptose em linhagens tratadas
com Oxaliplatina utilizando abordagens experimentais, que foram conduzidas pela Dra.

Lilian T. Inoue e Dr. Erico T. Costa, e descritas a seguir.

4.3.4 Analise de viabilidade celular por excluséo de iodeto de propideo e formacéo de

colbnias

Para dar prosseguimento ao estudo do papel de miR-342 na morte celular por apoptose,
optamos por realizar os experimentos em duas linhagens celulares que apresentaram fendtipos
opostos frente ao tratamento com Oxaliplatina. Para confirmar a capacidade de
resisténcia/sensibilidade determinada por Arango et al. (2004), selecionamos as linhagens
HCT116 e SW620 classificadas como sensivel e resistente a Oxaliplatina, respectivamente.
Ensaios de viabilidade por MTT foram realizados para determinar o indice de citotoxicidade
50% (1C50) frente a doses crescentes da droga (dados ndo mostrados). Da mesma forma que o
estudo anterior, estabelecemos a dose de 10 uM e o tempo de 72h para os tratamentos com a
droga. Em seguida, ensaios de exclusdo por iodeto de propideo (PI) foram realizados,
evidenciando um significativo aumento de morte celular na linhagem HCT116, enquanto o
mesmo ndo foi observado para SW620 (Figura 29). Complementariamente, a linhagem

HCT116 apresentou reducdo de 100% do potencial clonogénico, enquanto a SW620 apresentou
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reducdo de 50% deste potencial quando tratadas com Oxaliplatina (Figura 30). Com isso,
confirmamos para estas duas linhagens o fen6tipo sensivel para HCT116 (IC50: 3,2+3 uM) e

resistente para SW620 (IC50: 51,7 uM).
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Figura 29. Ensaio de viabilidade celular por exclusao de iodeto de propideo (PI) seguida de analise
por citometria de fluxo. Células das linhagens tumorais de célon HCT116 e SW620 foram cultivadas na
presenca de 10uM de oxaliplatina por 72h. Apds a incubacdo com Pl, as células viaveis (Pl-negativas) e
invidveis (Pl-positivas) foram quantificadas por citometria de fluxo. Os experimentos foram realizados em
triplicatas independentes. (*P < 0,05, teste t).

controle  oxaliplatina

HCT118 B cortole SWETI
0 B coEliphaling g .
[ ——
H — P
HCTL1S E 150 £ 404
2 i
L] m_
£ 1m 2
£ .
1 m L]
SWE20 , § 5 100,
a o

controda axabplatina rerbaie sxaiplatica

Figura 30. Ensaio clonogénico bidimensional. Células das linhagens tumorais de c6lon HCT116 e
SW620 foram cultivadas na presenca de 10uM de oxaliplatina por 72h. Posteriormente, quinhentas
celulas foram mantidas em cultura por 10 dias em meio de cultura sem oxaliplatina. As coldnias foram
coradas com cristal violeta e contadas visualmente. Os experimentos foram realizados em duplicatas
amostrais e triplicatas experimentais independentes. (* p<0,05, teste t).

4.3.5 Analise da progressao do ciclo celular

Para melhor avaliagdo dos efeitos do tratamento com Oxaliplatina, quantificamos as

celulas em cada fase do ciclo celular (G1, S, G2 e Mitose) e condicdo de subdiploidia
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(denominada sub-G1), determinada pelo conteido de DNA por marcacdo com PI seguida de
analise por citometria de fluxo. Para a linhagem HCT116, observamos intenso enriquecimento
da fracdo subdiploide (sub-G1), ou seja, um acumulo de células com contetido de DNA nuclear
menor do que 2n, indicativo de morte celular, seguida de degradacdo e perda de material
genético (Figura 31), consistente com a defini¢do do fenotipo “sensivel”. A linhagem SW620
ndo apresentou alteracdo significante na etapa sub-G1 do ciclo celular ap6s exposicdo a

Oxaliplatina, confirmando o fendtipo “resistente” (Figura 31).
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Figura 31. Analise da progressao do ciclo celular por marcacao com PI.

Células das linhagens tumorais de colon HCT116, HT29, SW480 e SW620 foram cultivadas
na presenca de 10uM de oxaliplatina por 72h. Os nacleos celulares foram extraidos e 0 DNA,
marcado com iodeto de propideo. A intensidade de fluorescéncia emitida pelo iodeto de
propideo esta representada no eixo das abscissas. As analises foram feitas por citometria de
fluxo e os resultados apresentados séo representativos de triplicatas experimentais
independentes.

4.3.6 Efeitos da superexpressao de miR-342 na resposta ao tratamento com Oxaliplatina

Para avaliar o impacto funcional da expressio de miR-342 no fendtipo de
resisténcia/sensibilidade a Oxaliplatina, utilizamos como modelo para transfec¢des as linhagens
HCT116 e SW620. Como a HCT116 apresentou 0s niveis mais elevados de miR-342,
inicialmente consideramos analisar o efeito da inibicdo deste miRNA pela transfec¢do com o

inibidor anti-miR-342. Entretanto, a verificacdo da eficiéncia de inibicdo esharra em
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dificuldades técnicas. Uma das alternativas é medir o efeito indireto da inibicdo pelos niveis de
um de seus alvos. O DNMT1 é um alvo experimentalmente validado (Wang et al. 2011) e por
isso foi escolhido como indicador. Se a inibicdo foi suficientemente eficaz, espera-se que 0s
niveis de DNMT1 encontrem-se elevados em relacdo ao controle. Porém, ndo foi possivel
observar tal diferenca (dados ndo mostrados). Por essa razéo, focamos em analisar o efeito da
superexpressdo de miR-342 apds 24, 55 e 72 horas de transfeccdo com a molécula mimética
tanto em HCT116 quanto em SW620. A andlise da expressdo por gRT-PCR confirmou o
significativo aumento de miR-342, cuja variacdo foi de 1.641 a 8.629 vezes maior em relacdo
ao oligonucleotideo controle negativo.

Em seguida, analisamos o impacto da inibicdo (mesmo que ndo tenha sido possivel
quantificar a eficiéncia da transfeccéo) e da superexpressdo de miR-342 sobre a progresséo do
ciclo celular. Para isso, as células foram transfectadas com o miR-Ctrl (controle negativo), o
inibidor ou 0 mimético de miR-342. Ap6s 24 horas das transfeccGes as células foram incubadas
com 10 uM de Oxaliplatina por mais 48 horas. Em seguida, foi feita a analise da porcentagem
de cada fase do ciclo celular, conforme mencionado na sec¢do 4.3.6. De acordo com a Figura
32A, ndo observamos diferencas nos perfis de ciclo celular em fase sub-G1 entre as células
transfectadas com o inibidor ou mimetico de miR-342 em relacéo ao controle, quando tratadas
com Oxaliplatina. O ensaio de formacdo de col6nias também ndo revelou diferencas entre os
grupos Figura 32B. Os mesmos experimentos realizados para SW620 também ndo revelaram
diferencas (Figura 33A e B). Estes resultados sugerem que a superexpressao ou a inibicdo de

miR-342 ndo foram suficientes para alterar o padréo de ciclo celular no modelo testado.
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Figura 32. Ensaios de ciclo celular e clonogénico bidimensional em células HCT116 transfectadas
com oligonucleotideo controle negativo, inibidor de miR342 ou mimético de miR342 e expostas a
10uM de oxaliplatina por 48h. A) Perfis dos ciclos celulares apds marcacdo dos DNA nucleares com
iodeto de propideo e analise por citometria de fluxo. B) Ensaio clonogénico bidimensional, onde mil
células transfectadas e expostas a oxaliplatina foram cultivadas em meio sem o quimioterépico por 7
dias e, em seguida, coradas com solucéo de cristal violeta.
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Figura 33. Ensaios de ciclo celular e clonogénico bidimensional em células SW620 transfectadas
com oligonucleotideo controle negativo, inibidor de miR342 ou mimético de miR342 e expostas a
10uM de oxaliplatina por 48h. A) Perfis dos ciclos celulares apds marcacdo dos DNA nucleares com
iodeto de propideo e analise por citometria de fluxo. B) Ensaio clonogénico bidimensional, onde mil
células transfectadas e expostas a oxaliplatina foram cultivadas em meio sem o quimioterapico por 7
dias e, em seguida, coradas com solugdo de cristal violeta.

4.3.7 Analise da expressdo de genes da via apoptdtica mediante superexpressao de miR-342

Com o objetivo de melhor compreender a possivel associa¢do da expressdo de miR-342
com a morte celular, especificamente por apoptose, avaliamos os padrdes de expressdo de 84
genes envolvidos na via de apoptose (definidos pelo kit comercial SuperArray; ver lista
completa no Quadro 2 - Apéndice) 16 e 41 horas ap0s a transfeccdo da linhagem resistente a
Oxaliplatina SW620 com miR-342. Dentre 0s genes que apresentaram as maiores variagoes de
expressdo em relagdo ao controle, destacam-se ANGPT2, BCL2, CASP8, FAS, NME4,
PDGFB, S100A4 e SERPINE1 e TERT (Figura 34 e Quadro 2 - Apéndice). Os genes ANGPT2,

FAS, NME4, S100A4 e TERT apresentaram diminuicdo da expressdo apos a transfeccdo com
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miR-342 em 41h (Figura 34B) mas ndo em 16h, o que sugere um efeito tardio, constituindo
provavelmente uma consequéncia regulatéria indireta da expressao do miR-342. Grosso modo,
ha evidéncias de um papel pro-apoptotico para ANGPT2 (envolvido com apoptose de células
endoteliais (Bhandari et al. 2006)), aléem de FAS (Zhang et al. 1998) e NME4
(http://www.genecards.org/) e de um papel anti-apoptético para TERT (Haendeler et al. 2003)
e S100A4 (Orre et al. 2013). Em contrapartida, apos 16h, observamos um aumento na expressao
de BCL2, CASP8, SERPINEL e diminuigdo de PDGFB (Figura 34A, Quadro 2 - Apéndice). O
gene BCL2 é um importante anti-apoptético (Chao e Korsmeyer 1998), enquanto CASP8 faz
parte da cascata de caspases, que quando ativada promove a apoptose (Mcllwain et al. 2013).
A reducdo de PDGFB foi a mais expressiva em 16h, sendo este um fator de crescimento que
age como um potente agente mitogénico, promovendo a proliferacdo celular (Andrae et al.
2008). E interessante notar que este gene possui dois sitios-alvo para o0 miR-342 preditos pela
ferramenta microT (Paraskevopoulou et al. 2013) e um sitio predito pela ferramenta

TargetScan, sugerindo a regulacéo direta por miR-342.
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Figura 34. Genes da via apoptotica com expressao alterada apos transfeccdo com miR-342 na
linhagem SW620. Apenas genes com fold change > 2 (linha tracejada) em relacdo ao miR controle
(oligonucleotideo) foram considerados. A avaliacdo da expressdo por gRT-PCR foi realizada 16 horas
(A) e 41 horas (B) apds a transfecgdo. Valores abaixo de 0 representam expressao diminuida e acima de
0 expressao aumentada em relacdo ao controle.
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5.1 Contribui¢ao da ferramenta miRIAD para o estudo dos miRNAs intragénicos

A medida que novos miRNAs sdo constantemente identificados, havendo um enorme
aumento no nimero de novos transcritos anotados nos ultimos anos, a quantidade de miRNAs
intragénicos tem acompanhado essa tendéncia. Por exemplo, a versdo 11 do miRBase (Abril de
2008) continha 678 precursores anotados para a espécie humana, dos quais 47% sdo
intragénicos. Essa propor¢do aumentou para 53% (de um total de 1600 precursores) na versao
19 (Agosto de 2012), chegando a 57% (1066/1871) de miRNAs intragénicos (tomando como
referéncia a sobreposicdo com genes codificantes do RefSeq) na versdo 20 (Junho de 2013).
Neste cenario, consideramos que o desenvolvimento da ferramenta miRIAD tem o potencial de
contribuir para o acesso a informacdes integradas sobre miRNAS, seu contexto gendmico e seus
genes hospedeiros.

Os dados foram basicamente organizados em cinco camadas de informacéo. A primeira
delas contém as informacdes de anotacdo dos genes codificantes de proteinas e miRNAS,
incluindo os nomes oficiais, aliases, nomenclaturas referentes a outras bases de dados (Entrez
gene, Ensembl, HGNC) e sumario da funcdo desempenhada. A segunda camada prové
informacdes sobre o contexto gendémico dos miRNAs, genes codificantes (classificados em
hospedeiros e ndo-hospedeiros), com a representacdo esquematica dos transcritos referentes a
cada gene. A terceira camada é designada a dados de expressdo por RNA-Seq de genes
codificantes, miRNAs e a correlacdo da expressdo dos miRNAs intragénicos e dos seus genes
hospedeiros. Os alvos preditos dos miRNAs compdem a quarta camada, e a quinta esta
associada com informacgdes adicionais como interagdes proteina-proteina, parceiros de
interacdo dos genes hospedeiros que sdo alvos preditos dos mMIRNASs intragénicos.
Adicionalmente, links dindmicos para bases externas sdo disponibilizados. Todas essas

informacdes sdo organizadas numa interface grafica de facil uso e integradas num banco
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relacional MySQL. Para os usuarios que desejem manipular as informagdes contidas no
miRIAD localmente, os dados sdo disponibilizados para download. Informag6es especificas
também podem ser requeridas diretamente com os administradores da ferramenta.
Acreditamos que as informacgdes contidas no miRIAD proporcionam um ponto de
partida para a geracdo de novas hipdteses acerca da regulacdo por miRNAs de um ou mais
genes, principalmente quando estdo inseridos em um contexto génico. Esta possibilidade pode
ser evidenciada para os genes CLCN5 e HTR2C, os quais foram selecionados por uma rapida
inspecdo a partir de uma lista de genes de interesse. Para a maioria dos miRNAs contidos nesses
genes, ha fortes indicios de co-expressdo com seus genes hospedeiros. Uma das consequéncias
funcionais da co-expressdo de miR-488 e HTR2C, por exemplo, esta relacionada com a
diferenciacéo de adipdcitos (Kinoshita et al. 2010). De maneira similar, a co-expressdo do IGF2
e miR-483 tem como resultado um feedback regulatério positivo em que o miR-483 promove
a transcricdo do seu préprio gene hospedeiro (Liu et al. 2013). Dessa forma, diversas outras
consequéncias funcionais decorrentes da organizacdo genémica de miRNAs contidos em genes
codificantes de proteinas poderdo ser reveladas em estudos futuros, e que em principio,
poderiam ter o0 miRIAD como ponto de partida para geracdo de hipoteses. Neste sentido,
observamos um grande nimero de acessos provenientes de diversas regides do mundo, o que
ressalta o potencial dessa ferramenta para os propositos mencionados. Por fim, enfatizamos que
versOes atualizadas estdo sendo programadas, nas quais serdo incluidas espécies adicionais,
dados de expressao referentes a uma ampla gama de amostras e repopular o banco de dados
com novas versdes dos dados brutos (RefSeq, HPRD, miRBase, etc.). Para isso, 0s scripts e
pipelines necessarios foram desenvolvidos para que as atualizacBes sejam implementadas sob

demanda.
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5.2 A influéncia do contexto genomico e idade dos genes hospedeiros na expressao e

evolu¢ao dos miRNAs humanos

O surgimento de miRNAs sobrepostos a outros genes tem sido recorrentemente
documentado, no entanto, associa¢Ges funcionais e as consequéncias evolutivas dessa
organizacao genémica ainda sdo bastante desconhecidas. N6s abordamos essa questdo
investigando os padrBes evolutivos aos quais oS miIRNAs humanos estdo sujeitos sob a
perspectiva da influéncia exercida pelo contexto gendémico e genes hospedeiros. Observamos
um excesso de miRNAs humanos intragénicos a partir da emergéncia dos mamiferos
placentarios. Além disso, vimos que a aquisi¢do de grande parte do repertorio de miRNAs
intragénicos humanos acompanhou o surgimento massivo de miRNAs em primatas, mais
precisamente nos ramos 7 e 8 (Figura 16) (que correspondem a divergéncia dos primatas do
novo e velho mundo, respectivamente).

Nossas analises revelaram que os miRNAs intragénicos surgem, ou sdo fixados,
preferencialmente em genes codificantes antigos, sugerindo importantes consequéncias
funcionais e evolutivas. Vimos que 0s genes hospedeiros antigos tém maior abrangéncia de
expressdo que os hospedeiros novos, além de possuirem taxas de evolugdo mais lentas (menor
Ka/Ks), mesmo quando comparados com genes antigos que ndo abrigam miRNAs, o que sugere
uma forte selecdo purificadora atuando nos genes hospedeiros.

Neste trabalho mostramos que a idade dos genes hospedeiros afeta diretamente a
abrangéncia de expressdo dos miRNAs intragénicos. Especificamente, observamos que 0s
miRNAs contidos em genes novos tendem a apresentar expressdo tecido-especifica quando
comparados com mIRNAs de mesma idade em genes antigos ou intergénicos.
Surpreendentemente, os miRNAs jovens (primata-especificos) contidos em genes antigos sdo

mais amplamente expressos que os intergénicos de mesma idade. Este efeito é correlacionado
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com a abrangéncia de expressdo dos genes hospedeiros, 0 que por sua vez esta associado com
a co-expressao dos pares miRNA-host. Embora discrepancias entre a expressdo do gene
hospedeiro e seus miRNAs intragénicos tenham sido observadas, principalmente devido ao uso
de promotores intronicos independentes (Ozsolak et al. 2008; Marsico et al. 2013), os
resultados encontrados sdo favoraveis ao cenario de co-regulacdo, o que deve ser valido
particularmente para os miRNAs jovens, para 0S quais sugere-se que a regulacdo por
promotores compartilhados com os genes hospedeiros seja significativamente frequente
(Marsico et al. 2013). Além disso, o estado transcricional da cromatina envolvendo o gene
hospedeiro e os miRNAs contidos na mesma regido também pode exercer uma importante
influéncia espaco-temporal na expressdo dos miRNAs. De maneira analoga, mostramos que a
expressao dos miRNAs intergénicos (exceto para os antigos (idade = 1)), parece ser afetada
pela proximidade com genes vizinhos. Em contraste com os miRNASs intragénicos e 0s genes
hospedeiros, ndo encontramos evidéncia de co-regulagédo entre os miRNAs intergéncios e genes
vizinhos, o que nos leva a especular que a cromatina aberta em torno de genes transcrionalmente
ativos facilita a transcricdo de miRNAs préximos, de maneira similar ao que ocorre com
lincRNASs proximos a genes codificantes (Cabili et al. 2011).

Dado que a maioria dos miRNAs humanos reside em genes antigos, como tal contexto
gendmico poderia impactar a expresséo e evolugdo dos miRNAs intragénicos? Recentemente,
Popadin et al. (2014) analisaram as propriedades essenciais ligadas a idade dos genes. Os
autores mostraram que cis-eQTLs (cis- expressed quantitative trait loci) associados a genes
antigos possuem menor efeito na variancia da expresséo (effect size), séo mais distantes do sitio
de inicio de transcricdo e afetam menor quantidade de tecidos que cis-eQTLs de genes novos.
Em conjunto, essas observacdes indicam que ha um aumento da restricdo da variacdo de
expressao (expression constraints) associada a genes antigos. Consistente com esse cenario

evolutivo, nés encontramos que mMiRNAs intragénicos antigos (idade = 1) e de idade
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intermediaria (idade = 2-4), comparados aos intergénicos de mesma idade, apresentam menor
divergéncia de expressao e maiores correlacdes de abrangéncia de expressao entre espécies.
Além disso, observamos que miRNAs intragénicos jovens estdo subrepresentados em dados de
associacfes com doencas. Como essas associagdes sdo inferidas principalmente por causa da
expressao alterada de miRNAs e assumindo que muitos desses miRNAS sdo co-regulados com
seus genes hospedeiros, podemos supor que cis-eQTLs associadas aos genes hospedeiros
podem afetar a expressdo dos miRNAs contidos nesses genes. Portanto, sugerimos que o
controle regulatério exercido pelos genes antigos pode conferir maior robustez na variacao da
expressdo de miRNAs intragénicos antigos entre espécies, enquanto contribuiria para limitar a
variacdo da expressao de miRNAs jovens em uma situacdo instavel como em doencas. Uma
investigacdo aprofundada, combinada com o mapeamento de eQTLs de miRNAs poderia trazer
novas interpretacdes para essa questao.

Um importante achado deste trabalho é que a maior abrangéncia de expressdo dos
miRNAs intragénicos jovens, comparada com os intergénicos, estd correlacionada com a
abrangéncia de expressao dos genes hospedeiros antigos. De acordo com 0 modelo proposto
por Lyu et al. (2014), a fixagdo de miRNAs de origem recente depende da sua integracdo nas
redes regulatorias e interagdo com outros transcritos. Uma possivel vantagem adquirida pelos
miRNAs jovens inseridos em genes antigos € a sua incorporacdo em redes regulatérias
impulsionada pelo controle espago-temporal da expressao dos genes hospedeiros. Uma vez que
esses MiIRNAS sdo expressos em uma maior quantidade de tecidos, eles poderiam regular uma
maior variedade de alvos, conforme a andlise de alvos preditos sugeriu, possivelmente
acelerando o estabelecimento das relacGes entre os miRNAs e seus alvos, que com o tempo
seriam moldadas pela selecdo natural. Um argumento contrario a essa idéia é que a regulacéo
de um vasto repertério de alvos por miRNAS que surgiram recentemente poderia resultar em

efeitos deletérios, ja que as relagdes miRNA-alvo ndo teriam ainda sido consolidadas.
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Entretanto, numa fase evolutiva inicial, € razoavel assumir que estes miRNAS raramente séo
expressos em niveis elevados a ponto de causar fortes mudancas de fitness (Lu et al. 2008; Wu
et al. 2009). Mesmo para miRNAs altamente expressos e conservados, perturbacfes nos seus
niveis de expressdo podem produzir consequéncias sutis (Miska et al. 2007; Alvarez-Saavedra
e Horvitz 2010). Além disso, analises experimentais sugerem funcionalidade mesmo para
interacdes miRNA-alvo ndo conservadas, indicando que pelo menos durante a fase evolutiva
inicial dos miRNAsS, essas interacdes podem ser funcionais mas ndo deletérias. Neste sentido,
0 argumento aqui exposto encaixa-se com o papel dos miRNAs na hip6tese de canalizacdo
(Hornstein e Shomron 2006; Lu e Clark 2012). Com base neste principio, novos miRNAs
serviriam principalmente como atenuadores (buffering) da expressdo génica, reduzindo a
variacdo da expressao (expression noise) de seus alvos. Portanto, miRNASs jovens funcionariam
como estabilizadores das redes regulatorias, em que as restrigbes evolutivas impostas a
interacdes miRNA-alvo ndo sdo demasiadamente comprometedoras, pelo menos num periodo
inicial (Wu et al. 2009).

Diversos miRNAs especificos de primatas (> 200) foram identificados por sua
expressao em cérebro de humanos e chimpanzés, sugerindo um papel no estabelecimento da
diversidade celular e programas regulatorios neste tecido (Berezikov et al. 2006). NO&s
adicionamos que os miRNAs intragénicos jovens, em conjunto com os seus genes hospedeiros,
podem ter contribuido para este processo, ja que observamos uma sobre-representacdo de
miRNAs intragénicos primata-especificos em cérebro e cerebelo, aléem do enriquecimento dos
genes hospedeiros expressos em cérebro e seu envolvimento com fungbes neuronais.
Notadamente, ha evidéncias de que miRNAs expressos em tecidos neurais possuem maior
repertorio de alvos que miRNAS ndo expressos nestes tecidos, e que 0s genes-alvo de miRNAs
especificos de humanos estdo associados com funcdes neuronais (Barbash et al. 2014). Um

exemplo emblematico dessa rapida evolucdo é o caso do miRNA intragénico humano-
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especifico miR-941 e seu gene hospedeiro DNAJC5. Analise experimentais mostraram que este
miRNA tem como alvo seu prdprio host, e também outros dois genes cujos produtos interagem
com a proteina codificada pelo DNAJC5 (Hu et al. 2012). Baseado na funcdo do gene
hospedeiro e de seus parceiros de interagdo, 0 miR-941 parece ter um papel em vias de
sinalizac&o de neurotransmissores (Hu et al. 2012).

Recapitulando as propriedades essenciais dos genes antigos, estes sao caracterizados
por estarem enriquecidos em redes regulatérias complexas e de alta conectividade (Popadin et
al. 2014). Dessa forma, é plausivel supor que miRNAS que surgiram em genes antigos poderiam
atuar como reguladores dessas redes em tecidos neurais, interagindo com conjuntos de alvo em
comum de maneira sinérgica ou antagdnica (Hinske et al. 2010; Lutter et al. 2010; Gennarino
et al. 2012). Em nota, um estudo recente assinalou a existéncia de ~3.500 novos miRNAs que
ndo estavam anotados no miRBase, sendo que 95% e 57°% foram determinados como primata
e humano-especificos, respectivamente (Londin et al. 2015). Nés inspecionamos os dados
publicados e observamos uma forte concordancia com os padrdes identificados aqui, 0 que
significa que a maioria desses novos miRNAS séo intragénicos (74%), com viés para orientacdo
transcricional (76% orientacdo senso) contidos em genes antigos (80%). Estes genes
hospedeiros também estdo sobre-representados em cérebro (P =1.0 x 10'%°). Por outro lado, os
miRNASs intergénicos jovens podem ter contribuido para a regulacdo de RNAs mensageiros
expressos preferencialmente no testiculo, conforme sugerido pela sobre-representacdo desses
mIiRNAS e expressdo especifica neste tecido. De fato, clusters de miRNAs primata-especificos
ligados ao cromossomo X, que nos observamos serem intergénicos, apresentam expressao
predominante em testiculo (Zhang et al. 2007; Li et al. 2010; Meunier et al. 2013), tendo como
alvos genes relacionados com a maturacgao do gameta masculino e morfologia do epididimo (Li

et al. 2010).
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Em suma, neste trabalho apresentamos evidéncias de que 0s genes hospedeiros e 0
contexto gendmico exercem forte influéncia na expressao e evolugdo dos miRNAS. Propomos
que a idade do gene hospedeiro € uma propriedade chave na determinagdo dos padrbes de
expressdo dos miRNAs intragénicos e também esta relacionada com a variacdo de expressao
interespecifica a longo prazo, enquanto promove maior abrangéncia de expressao aos miRNAs
jovens. Uma vez que a expressao de um miRNA ¢é afetada, seu destino evolutivo, em termos de
interacGes com seus alvos, também é impactado. Nés propomos que o ambiente genémico
transcricionalmente favoravel e estritamente regulado dos genes hospedeiros antigos poderia
acelerar a funcionalizacdo dos miRNAs como agentes canalizadores, pelo menos durante sua
fase adaptativa inicial (Lyu et al. 2014). Com isso, dependendo do contexto gend6mico em que
0s miRNAs surgem, este ambiente pode propiciar a agdo da selecdo adaptativa em novos

miRNAs, favorecendo sua evolucao (Kosik 2009; Ebert e Sharp 2012).

5.3 MiRNAs envolvidos com a quimioresisténcia em cancer colorretal

O cancer colorretal é a terceira maior causa de morte por cancer no mundo (Parkin et
al. 2002). Um dos maiores obstaculos na reducdo da mortalidade é a resisténcia de tumores
metastaticos ao tratamento com drogas quimioterapicas (Bose et al. 2011). Com o objetivo de
melhor compreender o papel dos miRNAs neste processo, abordamos esta questdo comparando
o perfil de expressdo de miRNAs em linhagens sensiveis e resistentes as drogas 5-FU e
Oxaliplatina previamente testadas e categorizadas nestes dois grupos de resposta (Mariadason
et al. 2003; Arango et al. 2004). A analise das linhagens testadas para 5-FU revelou a expressao
reduzida do miR-504 em linhagens sensiveis, cujos alvos preditos estdo significativamente

associados com a apoptose. Este miRNA foi descrito como regulador negativo do gene TP53,
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um supressor tumoral que atua na regulacao do ciclo celular induzindo a apoptose em resposta
ao stress e danos no DNA. A superexpressao de miR-504 em células HCT116 foi responsavel
pela diminuicdo significativa dos niveis da proteina p53, promovendo o crescimento tumoral in

vivo (Hu et al. 2010). Isso sugere que 0 miR-504 atua na via de apoptose mediada por TP53 e

pode estar relacionado com a sensibilidade & 5-FU. Entretanto, a baixa expressdo deste miRNA
no modelo utilizado impediu que verificdssemos a mesma tendéncia pela técnica de qRT-PCR.
Os demais miRNAs identificados nesta analise também ndo apresentaram niveis de expressao
suficientemente elevados para considera-los nas validacBes experimentais (dados nao
mostrados).

Para as linhagens testadas com Oxaliplatina, identificamos 0 miR-342 como 0 miRNA
com maior diferenca de expressao entre 0s grupos resistente e sensivel, sendo menos expresso
nas linhagens resistentes. A expressdo determinada por gRT-PCR confirmou essa tendéncia. E
importante ressaltar que este miRNA tem sua expressao reduzida especificamente em cancer
colorretal, tanto em linhagens celulares como em amostras de tecidos (Grady et al. 2008; Wang
et al. 2011). Este miRNA esta localizado na regido intrénica do gene EVL e ambos séo co-
expressos. Em cancer colorretal a regido promotora do EVL encontra-se frequentemente
silenciada por metilacao de ilhas CpG e por consequéncia a expressdo de miR-342 também &
silenciada (Grady et al. 2008). Curiosamente 0 EVL esta envolvido no reparo por dupla-quebra
de DNA através da interacdo com RAD51 (Takaku et al. 2009a, 2009b), um tipo de dano
causado pela Oxaliplatina (Faivre et al. 2003), e por isso é plausivel que o proprio gene
hospedeiro do miR-342 também possa estar relacionado com mecanismos de resisténcia. Além
disso, a analise de alvos preditos do miR-342 revelou um enriquecimento para genes
relacionados com apoptose. De fato, a redugdo na quimiosensibilidade através de mudangas no
balanco de proteinas que controlam a apoptose constitui um importante mecanismo de

resisténcia (Allen e Weiss 2010), em especial para Oxaliplatina (Faivre et al. 2003).
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Com base nestas evidéncias, prosseguimos o estudo a fim de verificar o papel de miR-
342 como promotor da apoptose e sua possivel relacdo com a sensibilizacdo a Oxaliplatina
através da modulacédo da sua expressao em uma linhagem sensivel (HCT116) e outra resistente
(SW620). Os ensaios de exclusdo de iodeto de propideo e clonogénico corroboraram esta
classificacdo. Entretanto, a inibicao ou superexpressdo do miR-342 ndo foi capaz de reverter os
fendtipos de sensibilidade e resisténcia para HCT116 e SW620, respectivamente, ja que ndo
observarmos alteracdes significativas no padréo de ciclo celular quando comparadas com o
controle negativo. E possivel que a ndo deteccdo de efeitos fenotipicos evidentes apds a
superexpressdo de miR-342 em HCT116 e SW620 frente ao tratamento com a Oxaliplatina
esteja relacionada com o modelo experimental escolhido e com a intensidade do efeito de miR-
342. As células HCT116 sdo consideravelmente sensiveis a Oxaliplatina (IC50: ~3uM), e
portanto é provavel que uma taxa ainda maior de apoptose/alteracdo no ciclo celular ndo seja
detectavel apds a transfeccdo com miR-342 (assumindo que miR-342 tem um papel pro-
apoptotico). Por outro lado, a SW620 tolera altos niveis de toxicidade (IC50: ~50uM), e por
isso o efeito de miR-342 talvez ndo seja suficientemente forte para sensibiliza-la a Oxaliplatina.
Ainda, é possivel que a concentracdo de droga utilizada ndo tenha sido a ideal para avaliar o
efeito da transfecdo. Em condi¢des normais (i.e., na auséncia do desafio com a droga), a
expressao aumentada de miR-342 foi capaz de inibir a proliferacdo e invasdo de SW480 e
metastase in vivo (Wang et al. 2011) e induzir apoptose em HT-29 (Grady et al. 2008), ambas
linhagens de cancer colorretal. Curiosamente, o efeito que esperavamos observar com a
Oxaliplatina foi verificado por Cittelly et al. (2010) em modelo de cancer de mama, no qual
células derivadas da linhagem MCF-7 foram sensibilizadas a Tamoxifen apds transfec¢do com
miR-342, 0 que evidencia sua associagcdo com a quimioresisténcia.

Interpretamos que no modelo utilizado, este mMiRNA exerce seu papel na regulacdo da

via apoptotica através do ajuste fino da expressdo de seus alvos. A andlise da expressédo de
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genes desta via mostrou que a superexpressdo de miR-342 em SW620 alterou a expressao de
nove genes com funcdes pré ou anti-apoptoticas, em 16 ou 41h ap6s a transfeccdo do miRNA.
De modo geral, observamos a inibicdo da expressao de genes pré e anti-apoptéticos em 41h
(ANGPT2, FAS, NME4, TERT, S100A4), sugerindo alteracdes indiretas decorrentes do
efeito de miR-342. Dentre os genes alterados ap6s 16h de transfeccdo, destaca-se o PDGFB,
que apresentou expressao diminuida de 6 vezes em relacdo ao controle. Consistente com a
inibicdo de PDGFB, observamos que este gene possui dois sitios-alvo preditos para miR-342,
indicando uma regulacdo direta. O PDGFB é um dos quatro ligantes de receptores PDGFR e
atua como fator de crescimento, promovendo a proliferacdo celular de células de origem
mesenquimal, além contribuir para a migracao e diferenciacdo dessas células (Andrae et al.
2008). Em céancer colorretal a superexpressdo de PDGFB estd associada com maior
proliferacéo de células tumorais em modelo animal e pior prognoéstico (Nakamura et al. 2008).
Por isso, 0 estudo dos mecanismos envolvidos com essa regulacdo podera contribuir para a
elucidacéo do possivel papel supressor de miR-342.

Em resumo, os resultados deste trabalho corroboram a idéia de que o miR-342 promove
a apoptose. Embora o efeito fenotipico da superexpressdo do miR-342 ndo tenha sido
detectavel, os resultados indicam que o papel de miR-342 pode estar relacionado com o ajuste
fino da expressédo de genes da via apoptotica (e.g., PDGFB), além de influenciar indiretamente
a expressdo de outros genes dessa via. Portanto, determinar quais sao os principais alvos desse
miRNA em tal contexto e como sdo regulados contribuira para o entendimento dos mecanismos

envolvidos com a apoptose e resisténcia a drogas mediado por miR-342.
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6 Conclusoes
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Nesta Tese, estudamos os miRNAs sob perspectivas da sua organizacdo gendmica,
evolugdo e expresséo diferencial em cancer. Tendo como foco a organizagédo de miRNAs em
regioes génicas, construimos um banco de dados que integra informacdes de anotacao,
contexto gendmico e expressdo de miRNAs e de genes codificadores de proteinas para cinco
espécies de vertebrados. Este banco serviu de base para a implementagdo de uma ferramenta
web (miRIAD) cujo principal objetivo € o de facilitar a analise de miRNAs e genes
codificadores, especialmente para os miRNAs intragénicos e genes hospedeiros. Acreditamos
que a disponibilizacdo desses dados pode contribuir para a geracdo de hipoteses relacionadas
aos processos regulatorios relacionados com esta particular organizacao gendmica, conforme
exemplificamos para os genes CLCN5 e HTR2C e seus miRNAs intragénicos. As estatisticas
de acesso tém revelado um uso intenso e continuo do miRIAD, o que vai ao encontro do
proposito para o qual a ferramenta foi concebida.

Demonstramos evidéncias consistentes de que o contexto gendmico e as caracteristicas
dos genes hospedeiros exercem forte influéncia na expressdo e evolucdo dos miRNAS.
Propomos que a idade dos genes hospedeiros é essencial na determinacdo dos padrbes de
expressao dos miRNAs intragénicos, relacionando-se com a divergéncia de expresséo a longo
prazo e com maior abrangéncia de expressao para os miRNAs intragénicos jovens. O fato dos
miRNAs jovens residirem preferencialmente em genes antigos, e estes ultimos conferirem
maior abrangéncia de expressdo aos primeiros, nos permitiu propor que o ambiente
transcricionalmente ativo dos genes hospedeiros antigos pode acelerar o processo de
funcionalizagdo de novos miRNAs, facilitando a sua expressdo em um maior nimero de tecidos
e consequentemente expondo-o0s a um repertorio diverso de alvos. Além disso, é possivel que
a evolucdo dos novos miRNAs intragénicos tenha tido um papel importante no processo de
canalizacdo, particularmente em tecidos neurais. Em contrapartida, nossos achados mostraram

gue miRNAs intergénicos jovens sdo mais tecido-especificos que os intragénicos e sofrem a
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influéncia dos genes vizinhos, em termos de expressdo. Dessa forma, sugerimos que a evolugéo
de novos miRNAs esta intimamente relacionada com o contexto genémico no qual se originam.

Na analise de expressdo diferencial de miRNAs em linhagens sensiveis e resistentes as
drogas 5-FU e Oxaliplatina, identificamos miRNAs associados com a apoptose. Em especial, 0
miR-342 mostrou-se 0 mais relevante para o0 modelo estudado, suportado por um importante
conjunto de evidéncias. Observamos que este miRNA tem maior expressdo nas linhagens
sensiveis a Oxaliplatina e seus alvos preditos estdo significativamente associados com a
apoptose. Embora a superexpressdo de miR-342 nas linhagens HCT116 e SW620 ndo tenha
evidenciado alteracdes no ciclo celular e taxas de apoptose, observamos alteragdes na expressao
de genes da via apoptotica, com destaque para uma reducdo significativa da expressao de um
de seus alvos preditos, 0o PDGFB. Por fim, enfatizamos que a validagéo da interagcdo entre miR-
342 e PDGFB, e a escolha de um modelo experimental que favoreca a detecgdo dos efeitos

fenotipicos dependentes de PDGFB podera trazer importantes avancos para este estudo.
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Quadro 1. Linhagens celulares utilizadas no estudo de expressdo diferencial de miRNAs.
Caracteristicas e genotipagem das linhagens celulares. *CIMP: CpG Island Methylator Phenotype. NA

= ndo analisado.

Linhagem Oricem Ras B-Raf p53 Ir\éllzr;wratch Expressao CIMP
celular g status | status | status P E-Caderina status*
Status

Caco-2 C,a reinoma de Selvage | Selvage Mutado | Funcional |Positiva Negativo
colon m m
Adenocarcinoma
coloretal Selvage | Mutado

Colo205 derivado de sitio g Mutado | Funcional | NA Positivo

e m V600E

metastéatico:
peritbnio

HCC2998 C,a reinoma de Mutado | Selvage Mutado | Funcional | Positiva Negativo
célon Al46T m

HCT116 C,a reinoma de Mutado | Selvage | Selvage Deficiente | Positiva Positivo
célon G13D m m

HCT-15 Ader)ocarcmoma Mutado | Selvage Mutado | Deficiente | NA Positivo
de célon G13D m

HT29 Aderllocarcmoma Selvage | Mutado Mutado | Funcional | Positiva Positivo
de célon m V600E

KM12 C,a rcinoma de Selvage | Selvage Mutado | Deficiente | Positiva Positivo
colon m m

LIM1215 C,a rcinoma de Selvage | Selvage | Selvage Deficiente | Positiva Negativo
colon m m m

LIM2405 C,a reinoma de Selvage | Mutado | Selvage Deficiente | Positiva Positivo
colon m V600E m

RKO C,a reinoma de Selvage | Mutado | Selvage Deficiente | Negativa Positivo
célon m V600E m
Adenocarcinoma | Mutado | Selvage . Positiva .

SW480 de colon GloV m Mutado | Funcional (fraco) Negativo
Adenocarcinoma
coloretal Mutado | Selvage

SW620 derivado de sitio 9¢| Mutado | Funcional |NA Negativo

e Gl2v m

metastatico:
linfonodo
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Figura S1. Taxas de apoptose em resposta ao tratamento com 5-FU em um painel de 30 linhagens de
tumor coloretal. As células foram tratadas com 5 uM por 72 h. Os experimentos foram feitos em
triplicata. Os valores correspondem a media + desvio padrdo. As linhagens marcadas com * foram
incluidas no grupo resistente e as linhagens marcadas com + incluidas no grupo sensivel. Figura

modificada de (Mariadason et al., 2003). Detalhes metodoldgicos estdo descritos no artigo original.
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Figura S2. Taxas de apoptose em resposta ao tratamento com Oxaliplatina em um painel de 30 linhagens
de tumor coloretal. As células foram expostas a 10 uM por 72 h. Os experimentos foram feitos em



triplicata. Os valores correspondem a média £

modificada de (Arango et al., 2004). Detalhes metodoldgicos estdo descritos no artigo original.
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desvio padrdo. As linhagens marcadas com * foram
incluidas no grupo resistente e as linhagens marcadas com + incluidas no grupo sensivel. Figura
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Figura S3. Frequéncias do nimero de reads mapeados no genoma humano de acordo com o
tamanho da sequéncia em nucleotideos.

Quadro 2. Experimento de gRT-PCR utilizando o kit SuperArray para genes da via apoptotica.
Os genes assinalados em vermelho apresentaram diminuicao da expressdo em relagdo ao controle (fold
change > 2) e genes assinalados em verde apresentaram aumento da expressdo em relagéo ao controle
(fold change > 2).



Condicoes experimentais (valores CT) 2-44ct

Gene mirCtrl | mir342 16h mir342 41h | mir342 16h | mir342 41h
AKT1 32.1 31.95 32.11 1.27 1.04
ANGPT1 22.49 22.39 23.25 1.07 0.59
ANGPT2 31.43 31.19 32.52 1.18 0.47
APAF1 31.72 31.02 31.95 1.62 0.85
ATM BAD BAD BAD 0.00 0.00
BAD 31.36 30.99 31.87 1.29 0.70
BAX 25.89 25.42 26.12 1.39 0.85
BCL2 33.2 31.37 32.37 3.56 1.78
BCL2L1 22.92 22.87 22.57 1.04 1.27
BRCAL 27.78 27.16 28.56 154 0.58
CASP8 34.08 32.83 33.04 2.38 2.06
CCNE1 35 35 35 0.00 0.00
CDC25A 26.88 26.59 27.22 1.22 0.79
CDK2 BAD BAD BAD 0.00 0.00
CDK4 29.24 29.13 29.28 1.08 0.97
CDKNI1A 27.81 28.05 28.1 0.85 0.82
CDKNZ2A 22.58 22.29 23.58 1.22 0.50
CFLAR BAD BAD BAD 0.00 0.00
CHEK?2 23.95 24.13 24.01 0.88 0.96
COL18A1 BAD BAD BAD 0.00 0.00
E2F1 34.28 33.66 33.79 1.54 1.40
ERBB?2 35 35 35 0.00 0.00
ETS2 30.09 30.63 30.49 0.69 0.76
FAS 28.9 28.51 30.07 1.31 0.44
FGFR2 30.72 30.07 31.22 1.57 0.71
FOS 35 35 35 1.00 1.00
GZMA BAD BAD BAD 0.00 0.00
HTATIP2 27.72 27.77 28.33 0.97 0.66
IFNA1 35 35 34.13 1.00 1.83
IFNB1 24.1 25.02 24.58 0.53 0.72
IGF1 27.6 27.86 28.09 0.84 0.71
IL8 31.21 31.24 31.98 0.98 0.59
ITGAL 35 35 35 0.00 0.00
ITGA2 28.47 28.55 29.28 0.95 0.57
ITGA3 35 35 35 1.00 1.00
ITGA4 35 35 35 1.00 1.00
ITGAV 35 35 35 1.00 1.00
ITGB1 32.27 31.39 32.2 1.84 1.05
ITGB3 27.03 26.47 27.93 1.47 0.54
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ITGBS BAD BAD BAD 0.00 0.00
JUN 35 35 35 1.00 1.00
MAP2K1 25.25 25.33 25.46 0.95 0.86
MCAM 30.82 30.32 31.77 141 0.52
MDM2 BAD BAD BAD 0.00 0.00
MET BAD BAD BAD 0.00 0.00
MMP1 BAD BAD BAD 0.00 0.00
MMP2 35 35 35 1.00 1.00
MMP9 25.38 25.6 25.49 0.86 0.93
MTAlL 35 35 35 0.00 0.00
MTA2 29.63 30.27 29.98 0.64 0.78
MTSS1 24.84 25.03 25.09 0.88 0.84
MYC BAD BAD BAD 0.00 0.00
NFKB1 23.97 24.06 24.08 0.94 0.93
NFKBIA 25 25.06 25.71 0.96 0.61
NME1 BAD BAD BAD 0.00 0.00
NME4 33.56 33.13 37.59 1.35 0.06
PDGFA 23.81 24.24 23.81 0.74 1.00
PDGFB 31.37 34.06 32.11 0.15 0.60
PIK3R1 29.32 29.57 30.07 0.84 0.59
PLAU 35 35 35 0.00 0.00
PLAUR 28.22 28.21 28.39 1.01 0.89
PNN 29.39 29.54 29.76 0.90 0.77
RAF1 31.75 31.11 31.61 1.56 1.10
RB1 27.24 27.35 27.23 0.93 1.01
S100A4 27.83 27.23 29.94 1.52 0.23
SERPINB5 35 35 35 0.00 0.00
SERPINE1 34.57 32.83 34.58 3.34 0.99
SNCG 29.13 29.17 29.68 0.97 0.68
SYK 29.82 30.17 30.36 0.78 0.69
TEK 29.29 29.25 29.86 1.03 0.67
TERT 27.63 26.84 28.91 1.73 0.41
TGFB1 28.58 28.22 29.04 1.28 0.73
TGFBR1 33.43 32.96 32.55 1.39 1.84
THBS1 35 35 35 0.00 0.00
TIMP1 26.35 25.67 26.97 1.60 0.65
TIMP3 35 35 35 0.00 0.00
TNF 35 35 35 0.00 0.00
TNFRSF10B | 27.16 26.95 27.21 1.16 0.97
TNFRSF1A | 29.28 28.76 29.38 1.43 0.93
TNFRSF25 32.27 32.83 32.95 0.68 0.62
TP53 22.47 22.49 22.45 0.99 1.01

143



TWIST1 31.18 31.07 31.19 1.08 0.99
UCC1 27.7 27.46 28.32 1.18 0.65
VEGF 31.06 30.41 31.11 1.57 0.97

*18SrRNA BAD BAD BAD 0.00 0.00

*HPRT1 21.9 22.2 21.8 0.81 1.04

*RPL13A 19.7 20.0 19.6 0.79 1.09

*GAPDH 22.8 22.4 23.4 1.27 0.66
*ACTB 18.1 18.0 185 1.05 0.76

*controles endogenos

Downregulation
Upregulation
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are a class of small (~22 nucleotides) non-coding RNAs that post-
transcriptionally regulate gene expression by interacting with target mRNAs. A majority of
miRNAs is located within intronic or exonic regions of protein-coding genes (host genes),
and increasing evidence suggests a functional relationship between these miRNAs and
their host genes. Here, we introduce miRIAD, a web-service to facilitate the analysis of gen-
omic and structural features of intragenic miRNAs and their host genes for five species
(human, rhesus monkey, mouse, chicken and opossum). miRIAD contains the genomic
classification of all miRNAs (inter- and intragenic), as well as classification of all protein-
coding genes into host or non-host genes (depending on whether they contain an intra-
genic miRNA or not). We collected and processed public data from several sources to pro-
vide a clear visualization of relevant knowledge related to intragenic miRNAs, such as host
gene function, genomic context, names of and references to intragenic miRNAs, miRNA
binding sites, clusters of intragenic miRNAs, miRNA and host gene expression across dif-
ferent tissues and expression correlation for intragenic miRNAs and their host genes.
Protein—protein interaction data are also presented for functional network analysis of host
genes. In summary, miRIAD was designed to help the research community to explore, in a
user-friendly environment, intragenic miRNAs, their host genes and functional annotations
with minimal effort, facilitating hypothesis generation and in-silico validations.

©The Author(s) 2014. Published by Oxford University Press.
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Introduction

Amongst regulatory mechanisms of gene expression in eu-
karyotes, microRNAs (miRNAs) have established a central
role in the past two decades (1). These 22-nt short single-
stranded RNA molecules guide the RNA-induced silencing
complex to modulate the expression of target mRNAs (2).
MicroRNA binding sites are most likely recognized by nu-
cleotide sequences in the 3’-untranslated regions (3’-UTR)
of target mRNAs. Binding of the miRNA-protein com-
plexes to their targets results in either degradation or trans-
lational inhibition of the mRNA transcripts (2).

For humans, ~1900 miRNA genes have been identified
(3), and more than half are located within genomic regions
containing protein-coding genes (4-6). Hence, miRNA
genes can be classified as either inter- or intragenic,
and the latter sub-classified as intronic or exonic (4, 3).
A substantial number of these intragenic miRNAs are
co-transcribed, and consequently co-regulated with their
host genes (4, 5, 7). Recent evidence suggests a functional
linkage between intragenic miRNAs and their hosts on
multiple levels, including direct and indirect interaction
(8-10).

Despite the importance of these intragenic miRNAs,
their exploration can be daunting, as much of the necessary
information is not readily available and requires manual
integration from multiple data sources (6, 11, 12).
Although other databases exist that provide information
related to intra- and intergenic miRNAs (12-15), some
tools don’t appear to be frequently updated (14), contain
only an elementary set of information related to intragenic
miRNAs and their host genes (13, 15) and/or their usage is
complex and requires in-depth bioinformatics skills (12).

In the current manuscript, we present miRIAD, a web-
service designed to examine intragenic miRNAs, their host
genes and their functional annotations with a streamlined
graphical data representation and an efficient information
query system. miRIAD provides information regarding
genomic context, gene function, gene interaction, miRNA
targets and gene expression for five species, including
human and mouse. miRIAD is publicly available at http://
www.miriad-database.org.

Materials and Methods

Database architecture and raw data

Because miRIAD integrates a large set of data, processed
information is stored in a MySQL relational database.

Supplementary Figure S1 provides an overview of the
miRIAD database schema, its tables and their relations.
To date, miRIAD consists of 60 tables in total, comprising
12 tables for each of the five species (human, rhesus mon-
key, mouse, opossum and chicken), containing ~10 million
records of integrated information.

To construct miRIAD, we used several sets of publicly
available data. The reference genomes (human genome
sequence—GRCh37/hg19; rhesus genome—rheMac3;
mouse genome—mm10/GRCm38; opossum genome—
MonDomS; chicken genome—galGal4) were downloaded
from UCSC Genome Browser (http:/genome.ucsc.edu).
The transcriptome sets were downloaded from the RefSeq
project (http://www.ncbi.nih.gov/refseq) for all species.
MicroRNA genomic coordinates, seed sequences and fam-
ily information were retrieved from miRBase (http://www.
mirbase.org/, release #20). Protein—protein interaction
data were acquired from the Human Protein Reference
Database (HPRD, downloaded from NCBI http:/www.
ncbi.nih.gov) and from EMBL’s STRING database (http://
string-db.org/). Gene expression data were obtained from
Brawand et al. (16) (coding genes) and Meunier et al. (17)
(miRNAs).

Host gene and miRNA information

All known genes were classified either as host or non-host
based on the presence of overlapping miRNAs for each
species. This classification and additional information
regarding known genes were stored in three tables
(Genelnformation, GeneRegions and GeneSynonyms), as
shown in Supplementary Figure S1.

All miRNA genes were classified either as intra-
or intergenic, based on their genomic localization. The
‘Mirnalnformation’ table contains the official name, gen-
omic coordinates of the stem loop sequence and, if applic-
able, the host gene to which the miRNA is related. In case
of multiple genes, the host gene assigned was the one on
the same strand as the miRNA. If intronic, the intron num-
ber and the region length between the miRNA coordinates
and the next exon upstream were calculated and stored.

miRNA target prediction

miRIAD contains all conserved target sites within 3’°UTRs
from TargetScan (http://www.targetscan.org/, release
#6.2) for human and mouse. In brief, TargetScan defines
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miRNA targets by searching, within 3> UTR regions, for
8mer (exact match) and 7mer sites that match the seed re-
gion (position 2-7) of mature miRNAs. Information re-
garding interspecies conservation and match/mismatch
profile are also used to define the final set of conserved tar-
gets (for further information, see http://www.targetscan.
org/). miRIAD contains a total of 1141 miRNAs binding
to 466569 mRNA targets from 14867 known protein cod-
ing genes for human. Target prediction information for
human and mouse were directly downloaded from the
TargetScan homepage (file Conserved_Site_Context_
Scores.txt, release #62) and calculated for rhesus monkey,
opossum and chicken miRNAs using the TargetScan tool
kit, applied to all miRNAs and the 3’°UTRs from these
organisms.

Gene and miRNA expression

To obtain expression for protein-coding genes, data from
Brawand et al. (16) were downloaded from GEO
(GSE30352) and aligned to the genome of each species
using TopHat (version 2.0.8b) with default parameters
(18). Normalized gene expression values for six tissues
(brain, cerebellum, heart, liver, kidney and testis) from all
species were computed by means of FPKM (19) with
Cufflinks [version 2.2.1; (20)] using transcript annotations
from Ensembl (version 71). To determine miRNA expres-
sion available for five tissues (brain, cerebellum, heart, kid-
ney and testis) from all species, data from Meunier et al.
(17) were downloaded from GEO (GSE40499) and reads
were aligned to each genome with Bowtie version 1.0.0
using the following parameters: -m 5 -v 0 -a —best —strata.
Only exact matches were considered, and reads aligned to
>S5 different loci were discarded. The 3’ adaptors were
removed using a sequential trimming strategy (21). Reads
totally overlapping to mature miRNA coordinates anno-
tated from miRBase (release 20) were counted and normal-
ized for each species with EdgeR package version 2.6.12
(22). Host gene and intragenic miRNA expression correl-
ations were calculated by Spearman’s rank correlation
using the normalized values (FPKM and CPM (counts per
million) for coding genes and miRNAs, respectively).

Results

Database overview

Figure 1 summarizes the main features, data sets and how
information is presented in the miRIAD web tool. Most of
miRIAD data related to intragenic miRNAs and their host
genes is summarized in Table 1. To provide a useful plat-
form, miRIAD integrates all known protein-coding genes

(~22k genes on average, for all five species), all known
miRNAs (~900 on average, for all five species), miRNAs
targets, validated and predicted protein—protein inter-
actions and expression data for miRNAs and coding genes
across five and six tissues, respectively. miRIAD classifies
all miRNAs as intragenic or intergenic. It contains a total
of 1072 (57%) for human; 167 (29%) for rhesus; 745
(63%) for mouse; 179 (40%) for opossum; 299 (52%) for
chicken, additionally specifying whether or not they are
transcribed in the same orientation as that of their host
genes (84, 54, 87, 92 and 76% of intragenic miRNAs
for human, rhesus, mouse, opossum and chicken, respect-
ively). It is worth mentioning that some of the discrepan-
cies between these percentages are likely due to the
incompleteness of miRNA and gene annotation for individ-
ual species. As we can observe for human and mouse,
which have the most complete annotated sets of coding
genes and miRNAs, the values are quite similar. Additional
complex information is also provided, such as the visual-
ization of intragenic miRNAs within their host genes
and positioning along the isoforms, expression correlation
between intragenic miRNAs and their host genes, intra-
genic miRNAs binding to their own host genes and
intragenic miRNAs binding to genes that are directly inter-
acting with their host genes. These data are necessary in
the identification and evaluation of putative negative or
positive feedback mechanisms between miRNAs and host
genes, (5, 23-25) and can offer a starting point for future
analyses to reveal novel regulatory pathways.

miRIAD query system

The miRIAD query system was developed and optimized
to be fast, intuitive and functional. It lets the user search
for several terms, such as miRNA symbol, gene name
(Official Symbol, Ensembl ID, Entrez ID, HGNC ID or
Gene Synonyms) and gene annotation keywords (e.g.
‘oncogene’, ‘kinase’, etc.). Searching for miRNAs follows
the same principles as those used for coding genes, allow-
ing for non-exact inputs (according to miRNA official
nomenclature). It is also possible to query for multiple
genes or miRNAs at once. The query system works in the
same way for all five species.

The output for each searched term is a list of query
matches organized by relevance, containing basic gene
information for rapid inspection and selection. Names of
host genes and intragenic miRNAs are readily identified
by a particular tag (see web page for details). Moreover,
non-host genes and intergenic miRNAs are also shown, be-
cause they may have indirect associations to intragenic
miRNAs or host genes and are therefore also important.
By clicking on a gene name, the user can access more
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Figure 1. Overview of the miRIAD platform. Schematic representation of the main data presented in the web tool and how they are integrated and dis-
played. Blue arrows denote data related to protein-coding genes and orange arrows indicate data related to miRNAs. PPI: protein—protein interaction.

detailed information about any known coding or miRNA context of their host genes (5, 7, 23, 24, 26). Therefore, in-
gene. formation about all known protein-coding genes has been
integrated into miRIAD to allow contextual search. For

. each protein-coding gene, miRIAD provides a ‘Summary’
Exploring host genes section showing annotation data, such as official gene sym-
In the recent past, it has become clear that functional bol, full gene name and gene name aliases, gene type

aspects of intragenic miRNAs have to be viewed in the and a gene function summary when publicly available.
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Table 1. Summary of main miRIAD data

Data class Human Rhesus Mouse Opossum Chicken
Known protein-coding genes 20530 22553 29 664 20550 16953
Known miRNA precursors 1871 582 1181 443 573
Intragenic miRNAs 1072 167 745 179 299
Intergenic miRNAs 799 415 435 264 272
Host genes 930 141 613 143 273
Sense miRNAs in respect to host orientation 902 90 645 145 90
Antisense miRNAs in respect to host orientation 170 77 95 12 28
Expressed coding genes 18442 8112 19029 12079 11278
Expressed miRNAs 1111 475 784 405 465

Moreover, information regarding the genomic context,
including the genomic position, transcription ‘start’ and
‘end’ and transcription orientation, is provided, as well as
a graphical representation of the exon-intron structure of
transcripts (Figure 2). If applicable, miRIAD presents
miRNA name, genomic region (intronic/exonic), the in-
tron/exon number where they are inserted, the distance
to the closest upstream exon and transcriptional orienta-
tion, sense (MiRNA and host in the same transcriptional
orientation), or antisense (in opposite orientation). To
facilitate the generation and evaluation of research
hypotheses, expression data (based on RNA-Seq) of
mRNAs across six tissues (brain, cerebellum, heart, kid-
ney, liver and testis) as well as expression correlation be-
tween host genes and their intragenic miRNAs were
included. All miRNAs potentially binding to a target
gene are displayed under ‘miRNA binding sites’. Finally,
the last section shows all known protein—protein inter-
action data for each gene. Cases in which interaction
partners of a given host gene are targeted by its intragenic
miRNA are explicitly shown. This kind of information is
noteworthy because it can reveal unusual regulatory loops
and may support findings or suggest future investigations.
All these information are exemplified for the oncogene
ERBB2 containing mir-4728 (Figure 2).

The gene section also provides links to external data-
bases, such as NCBI Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gene), UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/),
Ensembl (http://www.ensembl.org/), KEGG (http:/www.
genome.jp/kegg/) and Targetscan (http://www.targetscan.
org/). Most of these links are context-sensitive, easily redir-
ecting the user to the gene of interest on the web page
containing complementary data.

Intragenic miRNAs

Intragenic miRNAs are the main focus of our web tool,
even though we present information for all known
miRNAs and protein-coding genes. For each pre-miRNA,

miRIAD provides a ‘Summary’ section with the official
miRNA symbol, its full name, miRBase ID, target genes
and the genomic context where each miRNA is mapped
(Figure 3). For intragenic miRNAs, information about
their intragenic position and location along the host genes
are depicted by a graphical representation (Figure 3). Cases
where an intragenic miRNA potentially targets its own
host are highlighted for fast identification. Similar to the
presentation of information about protein-coding genes,
there are also expression data (based on RNAseq) for six
tissues (brain, cerebellum, heart, kidney, liver and testis)
and an expression correlation between intragenic miRNAs
and their host genes. A set of context-sensitive links to
external databases in the top right corner to access comple-
mentary information (miRBase, miRDB, Targetscan, mir-
gen, Magia, miRWalk and miRo) are also presented.

Figure 3 exemplifies the use of this information for mir-
483 and its host IGF2. IGF2 produces the insulin-like
growth factor 2, an essencial protein for growth and devel-
opment of the fetus and it is upregulated in several malig-
nancies (27). According to our data, the expression of
IGF2 and miR-483-5p are highly correlated (rho=0.7).
Accordingly, a recent report has uncovered a positive feed-
back between IGF2 and its intragenic mir-483, where the
mature miR-483-5p molecule binds to the 5’UTR of IGF2
mRNA, promoting IGF2 transcription by facilitating the
association of the helicase DHX9 (24).

Using miRIAD to explore a set of genes

In the following paragraph, we briefly illustrate how
miRIAD can be used to explore a gene or a set of genes.
Recently, da Cunha et al. (28) defined the set of all human
genes coding for cell surface proteins (called surfaceome
genes). These genes can be considered as potential targets
for diagnostic and therapeutic interventions (28, 29).

The set of 3702 human surfaceome genes was retrieved
from (28, 29) and submitted to miRIAD to initially be clas-
sified as host or non-host genes. In total, 119 surfaceome
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miRIAD Snapshots of Gene view

(a) Example of query search results for “ERBB2*

(d) Gene expression data for ERBB2 and miR-4728
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Figure 2. A summary of the main information presented in miRIAD for the coding gene ERBB2 and its intragenic mir-4728.

genes are host genes for 150 intragenic miRNAs.
Interestingly, most of these miRNAs (87.3%) are tran-
scribed on the same orientation of their host genes,
suggesting possible co-transcription (35). 140 of these intra-
genic miRNAs are actually inserted within intronic regions
of surfaceome genes.

Next, we examined two genes in more detail. We se-
lected the genes containing the largest number of intronic
miRNAs, CLCN5 and HTR2C. In respect to CLCNS, mu-
tations in its sequence have been proven to be associated

with diseases of renal tubules, resulting in chronic renal
failure (30). This gene has eight intronic miRNAs, and sur-
prisingly, some of their transcripts may be targeted by their
intronic miR-502 (see miRIAD).

It is also striking that this host gene has isoforms start-
ing transcription upstream of the miRNAs, which possibly
could prevent co-expression between a CLCNS transcript
and those intronic miRNAs in some tissues or pathologies.
Analysis of the expression data suggests co-expression or
at least co-regulation between CLCNS and its intronic
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Figure 3. A summary of the main information presented in miRIAD for the intragenic mir-483 and its host gene IGF2.

miRNAs. CLCNS, as well as its intronic miRNAs are
highly expressed in kidney. The expression correlations
are high (rho> 0.7, Spearman’s rank correlation) for most
of the intragenic miRNAs. The functional relationships
between CLCNS and its intronic miRNAs have not been
explored yet, though, and deserve further exploration.
Suggesting a conserved regulation, a similar pattern is
found for Clen$ gene in mouse, which has five annotated
intragenic miRNAs and also a high expression correlation
between miRNAs and the host gene.

The second gene, HTR2C, encodes the 2C subtype
of serotonin receptor and contains six intronic miRNAs
(Figure 4). Similar to CLCNS5, host and miRNAs have the
same transcriptional orientation (see miRIAD web page
for details). As reported by (10), up-regulation of HTR2C
is involved in adipocyte differentiation by repressing
the KLFS5 gene through the expression of miR-448,
a miRNA located in the fourth intron of HTR2C.
Interestingly, our expression data show a highly positive

(rho > 8.5, Spearman’s rank correlation) correlation be-
tween miRNAs and host gene, being expressed specifically
in cerebellum and brain (Figure 4). The patterns of co-
expression are also conserved in opossum and mouse.
Moreover, HTR2C is tightly involved in important neuro-
psychiatric disorders (31); thus, the functional conse-
quences of the concomitant expression of HTR2C and its
intragenic miRNAs is tempting to investigate.

miRIAD helped us to identify two interesting gene
loci involved in complex human diseases with this quick
and unpretentious gene survey. We speculate that many
other crucial host/miRNA regulatory mechanisms could be
revealed by taking advantage of using miRIAD for initial
and/or advanced exploration.

Discussion and conclusion

As the number of newly discovered miRNAs is constantly
increasing, our understanding of the importance and the
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Figure 4. HTR2C gene locus. Genomic mapping of HTR2C transcripts
(NM_000868, NM_001256760 and NM_001256761) and their six intra-
genic miRNAs (miR-1912, miR-764, miR-1264, miR-1298, miR-1911 and
miR-488) as well as the expression correlation between HTR2C and
these miRNAs. The diagram represents the gene structure according to
UCSC genome browser. Because the expression of miR-764 could not
be detected, expression correlation for this miRNA and its host gene is
not shown.

frequency of intragenic miRNAs has also been expanding
(5, 10, 13, 15). For example, the past miRBase release 11
(April 2008) had around 47% of intragenic miRNAs (3),
and this proportion increased to 53% in the miRBase 19
(August 2012) and to 57% in the miRBase (20). miRIAD
was created to help dealing with the challenges of unravel-
ing the functional relationships between miRNAs and their
host genes.

miRIAD data are organized in five layers of information.
The first layer contains annotation for protein-coding and
miRNA genes, including the official gene name, gene aliases
and annotation. The second layer provides genomic infor-
mation for host and miRNAs. The third layer contains gene
expression for miRNAs and coding genes and expression
correlation between intragenic miRNAs and their host
genes. The fourth layer includes miRNA target prediction
information (providing binding sites as well). The fifth layer
contains additional information, which extends to protein—
protein interaction data for host genes as well as interaction
partners that are targeted by host’s intragenic miRNA.
Additionally, a set of useful external links to other databases

is given. All these information are organized in a streamlined
graphical web tool and full integrated into a MySQL rela-
tional database. For users who want to manipulate miRIAD
information in a local environment, we provide links to
download raw data and python code. Specific information
not found in those files can be obtained upon request.
Therefore, miRIAD can be used to investigate miRNAs in a
very integrative context, with special attention to functional
features, such as protein—protein interaction, miRNAs tar-
geting host mRNAs or their partners in a functional net-
work. We believe that our web tool can be used as a starting
point for developing and testing new hypotheses related to
miRNA gene regulation, for one gene or for large-scale
data. Importantly, scripts have been developed and pipe-
lined to deal with forthcoming updates.

miRIAD improvements, updates and further develop-
ment will be ongoing. For example, we envision including
additional species and other useful data, such as expression
from unhealthy samples. Information on the last and up-
coming updates can be found on the miRIAD website.

In conclusion, miRIAD provides a systematic, integra-
tive, user-friendly, and easy-to-use platform to investigate
inter- and intragenic miRNAs, host genes and their rela-
tionships for five species, including human and mouse.
Users can query for and clearly retrieve miRNA and host
gene information. Therefore, we believe that miRIAD can
substantially improve the way in which we investigate
intragenic miRNA and host genes.

Supplementary Data

Supplementary data are available at Database Online.
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Figure S1. The tables, fields and relationships shown above Current species

were implemented for all species in miRIAD. For the sake of

simplicity, the database schema is exemplified for human m cﬂ‘ Kﬂ ’v
species, which comprises 12 tables. Considering all species, *
miRIAD is composed by 60 tables.
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Abstract

Increasing evidence have shown that recent miRNAs tend to emerge within coding genes. Here, we
conjectured that human miRNA evolution is tightly influenced by the genomic context, especially by
host genes. Our findings show a preferential emergence of intragenic miRNAs within old genes. We
found that miRNAs within old host genes are significantly more broadly expressed than those within
young ones. Surprisingly, young miRNAs within old genes are more broadly expressed than their
intergenic counterparts, suggesting that young miRNAs had an initial advantage by residing in old genes,
benefited by their hosts' expression control and through an exposure to diverse cellular contexts and
target genes. Our results show that host genes may provide stronger expression constraints to intragenic
miRNAs in the long run. We also show associated functional implications, highlighting the genomic

context and host genes as driving factors for the expression and evolution of human miRNAs.
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