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1. INTRODUCAO

Um importante mecanismo relacionado a epigenética diz respeito a
regulagcdo da expressao génica por microRNAs (miRNAs). Esses elementos
moleculares constituem uma grande familia de pequenos RNAs enddgenos néo
codificantes, com papel na regulacdo da expressdo génica em nivel pds-
transcricional (FINNEGAN e PASQUINELLI, 2013). Os miRNAs sédo descritos
como importantes para a manutencao do equilibrio celular e estdo envolvidos em
diferentes etapas do desenvolvimento do organismo, de maneira que alteracdes
em seu funcionamento estdo associados com algumas doencas, como cancer
(ESTELLER, 2011). Ainda, estdo envolvidos em fungbes cerebrais como
aprendizagem, memoria, emoc¢les e transtornos mentais (SALTA; DE
STROOPER, 2012). No que diz respeito a regulacdo da expressao génica durante
o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC), ZIATS; RENNERT (2014)
identificaram um conjunto de miRNAs com padrbes de expressédo diferenciais
espacial-temporal que podem regular essas mudancas. Os genes-alvo desses
MiRNAs sdo altamente relacionados na regulagcéo transcricional, processos de
neurodesenvolvimento e distlrbios do desenvolvimento neurolégico, sugerindo
que os miRNAs identificados sejam provavelmente nucleos de processos criticos
de transicdo e desenvolvimento do cérebro.

Variantes genéticas dentro de miRNAs ou em seus sitios regulatérios séo
capazes de afetar a funcdo dos miRNAs, podendo afetar sua biogénese e papel
regulatério e, por consequéncia, podem ser fatores importantes envolvidos na
etiologia de doencas, como as psiquiatricas(SETHUPARTHY; COLLINS, 2008).
As variantes genéticas mais comuns no genoma humano séo os Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNPs), considerados variacdes na sequéncia do DNA que
envolvem a alteracdo de um Unico nucleotideo. Na literatura, associagdo entre
SNPs em miRNAs e transtornos psiquiatricos ja foram demonstradas (ISSLER;
CHEN, 2015). Considerando a importancia de miRNAs para o desenvolbimento
adequado do SNC (ZIATS; RENNERT, 2014) a avaliacdo de SNPs dentro desse
conjunto de miRNAs é relevante para uma maior compreensdo do papel desses
mMiRNAs no desenvolvimento saudavel e patolégico do SNC.

Este trabalho visa descrever a viabilidade genética em populacbes de
diferentes continentes e seus aspectos funcionais em genes de miRNA
diferencialmente expressos durante o desenvolvimento cerebral, bem como
descrever a variabilidade considerando diferentes etapas do desenvolvimento.

2. METODOLOGIA
Empregou-se uma abordagem in silico. A identificacdo de polimorfismos e
sua predicdo de funcionalidade foi realizada através de ferramentas de
bioinformética especificas para o estudo de miRNAs. Ao total, 62 microRNAs
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identificados por ZIATS; RENNERT (2014) foram incluidos no estudo. Estes
foram investigados em trés bancos de dados: (1) PolymiRTS Database 3.0, uma
plataforma integrada para analisar o impacto funcional de polimorfismos genéticos
em regides de semente de miRNAs e sitios-alvo de miRNAs (BHATTACHARYA et
al., 2014); (2) miRNASP 2.0, banco de dados que tem por finalidade viabilizar
informagdes sobre SNPs relacionados a miRNAs, incluindo SNPs em regibes
pré-miRNAs, madura e semente em humanos e outras espécies (GONG et al.,
2015); e (3) dPORE, um banco de dados que integra informacdes de regides
promotoras de genes de miRNAs humanos, permitindo explorar o efeito do SNP
na regulagao transcricional dos genes de miRNAs (SCHMEIER et al., 2011).

Quatro miRNAs foram excluidos das analises por inconsisténcia de
anotacdo (miR-486, miR-3687, miR-3607 e miR-5096), restando 58 mMIRNAS
incluidos na busca. Para o programa dPORE, foram incluidos os SNPs
localizados no sitio promotor anotado pelo servidor UCSC genome. Apos realizar
a verificacdo de miRNAs nos bancos de dados especificos e identificar os SNPs
relacionados a eles, estes foram acessados no projeto 1000 genomas e Variant
Effect Predictor para identificacdo de frequéncia alélica nas populacdes
continentais do projeto e anotacdo adequada. Aqueles SNPs sem frequéncia
alélica descrita com inconsisténcia de cdédigo identificador entre os bancos
acessados ou de anotacado de alelos, foram excluidos.

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa STATA (versao
IC/14.0) e WinPepi.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 58 miRNAs submetidos a busca, todos foram localizados em pelo
menos um banco de dados. Sendo 54 miRNAs identificados no dPORE, 35
mMiRNAs encontrados no banco de dados miRNASNP e 9 miRNAs, no PolymiRTS.
A busca dos miRNAs retornou a identificacdo de 437 SNPs. Destes, 366 SNPs
sdo regulatérios e foram identificados através do banco de dados dPORE,
enguanto no banco de dados miIRNASNP e PolymiRTS foi possivel a identificacao
de 71 SNPs — estes em regido transcrita do miRNA. Dentre os SNPs presentes
em regido transcrita, de acordo com a funcionalidade, 64,8% estdo em regido de
pré-miRNA, 16,9% em regido de semente e 18,3% na regido madura do miRNA.

O banco de dados dPORE permite explorar o efeito do SNP na regulacéo
transcricional dos genes de miRNAs. De acordo com esse programa, um mesmo
SNP pode ser classificado em quatro efeitos: 1) sem alteracao; 2) perda do sitio
de ligacdo; 3) ganho de sitio de interacdo onde nédo havia; e 4) alteracéo do sitio
de ligacdo — podendo alterar a proteina com que se liga ou afinidade pela proteina
gue interage no sitio. Do total de SNPs localizados em regides regulatorias, a
maioria teve um efeito predito como alteracdo funcional do sitio — sendo 18%
responsavel pela criacdo de sitio, 21,9% pela perda de sitio, 15,6% como
modificados exclusivamente e 29,8% dos SNPs, foram descritos como tendo mais
de uma funcionalidade relacionada a alteracdo. Apenas 14,8% foram descritos
como ndo causando modificacdo. Isso sugere a influéncia do efeito desses SNPs
na biologia dos genes de miRNAs, podendo afetar a regulacdo génica conforme
seu efeito.

De acordo com a variabilidade genética, os SNPs foram categorizados em
relacdo a frequéncia do alelo de menor frequéncia (MAF) para as seguintes
populagbes incluidas no projeto 1000 Genomas: Africanos, Americanos,
Europeus, Leste Asiatico e Sul Asiatico, categorizados em MAF<10% e
MAF=10%. Observa-se que as frequéncias alélicas dos SNPs sdo semelhantes
entre as populacdes, com excecao da populacao africana. Pode se observar que
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essa populacdo contém mais variantes genéticas com MAF210% que as demais
populacbes (52,5%; p<0,001) (FIGURA 1). E possivel que a populacdo Africana
se sobresaia em relacdo ao maior numero de marcadores genéticos, com maior
variabilidade, em decorréncia de questfes evolutivas, uma vez que é a populagéo
com maior tempo na histéria para desenvolver mutacdes e/ou recombinacdes no
genoma (1000 GENOMES PROJECT).
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FIGURA 1 — Gréfico representando a proporcdo de SNPs para as cinco
populacdes, de acordo com as duas categorias de MAF. * Dados obtidos atraves
do Projeto 1000 genomas

A populacdo africana, assim como a maior propor¢cdo de SNPs com MAF
210% também apresenta o maior numero de miRNAs que apresentam pelo
menos um SNP com MAF >10%, abrangendo 81% dos miRNAs nessa categoria,
enquanto a populacdo americana e a populacédo do sul asatico possuem 75,9%,
0s europeus 74,1% e a populacéo do leste asiatico 72,4% dos miRNAs com pelo
menos um SNP com MAF =10%. Entretanto, conforme o Teste Exato de Fisher
essa diferenca nao é significativa (p=0,857).

Utilizando os dos dados de etapa de desenvolvimento especifica
identificados por ZIATS; RENNERT (2014), comparou-se essas etapas em
relacdo a presenca de miRNAs com pelo menos um SNP com MAFz=10%
(TABELA 1). Visou-se verificar se haveria miRNAs de maior variabilidade
associado a alguma etapa.

TABELA 1 — Propor¢ao de miRNAs com SNP com MAF=10% para as cinco
populacdes do Projeto 1000 Genomas nas trés fases do desenvolvimento
cerebral, de acordo com os dados de expresséo diferencial apresentada por
ZIATS; RENNERT (2014).

Infancia = primeira Primeira infancia = infancia Infancia tardia 2>
POPULACAO infancia tardia adolescéncia
(Total:50 miRNAs) (Total:16 miRNAS) (Total:9 miRNASs)
MAF 210% MAF<10%  MAF210% MAF<10%  MAF210%  MAF <10% V‘?‘L‘”
Valor-p 0,927 1,000 0,987
AFRICANOS 41 (82) 9 (18) 14 (87,5) 2 (12,5) 7(77.7) 2(22,2) 0,813
AMERICANOS 39 (78) 11 (22) 14 (87,5) 2 (12,5) 6 (66,6) 3(33,3) 0,389
EUROPEUS 39 (78) 11 (22) 14 (87,5) 2 (12,5) 5 (55,5) 4(44,4) 0,219
LESTE 37 (74) 13 (26) 15 (93,7) 1(6,2) 6 (66,6) 3(33,3) 0,146
ASIATICO
SUL ASIATICO 39 (78) 11 (22) 14 (87,5) 2 (12,5) 6 (66,6) 3(333) 0,389
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De acordo com a TABELA 1, ndo ha diferenca entre as populacdes dentre
as etapas do desenvolvimento (p=0,927, p=1,000 p=0,987 e para infancia a
primeira infancia, primeira infancia a infancia tardia e infancia tardia a
adolescencia, respectivamente). Bem como, as popula¢gdes ndo diferem entre as
etapas do desenvolvimento (p=0,813, p=0,389, p=0,219, p=0,146, p=0,389, para
Africanos, Americanos, Europeus, Leste Asiatico e Sul Asiatico, respectivamente).

4. CONCLUSOES

Através dos dados obtidos é possivel concluir que os aspectos funcionais
causados por SNPs em regides regulatorias sdo de extrema importancia visto que
a grande maioria de SNPs causa determinado efeito, podendo assim alterar a
regulagao transcricional de genes de miRNAs. Em relagdo a variabilidade
genética é possivel concluir que a populacéo africana é a mais flexivel em relacéo
as demais populacdes. J& em relagdo a etapas do desenvolvimento, ndo parece
haver uma etapa que seja enriquecida em mMiRNAs de grande variabilidade.
Trabalhos adicionais nessa area, com evidéncias in silico e in vitro e com a
avaliacdo de outras regides promotoras poderdo adicionar informacfes
importantes ao presente estudo.
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