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“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre

’
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Resumo

Os microRNAs (miRNAs) sdo atualmente conhecidos como uma ampla classe de moléculas de
RNAs reguladores da expressdo génica. Durante a biogénese, uma fita ("braco™) do miRNA
duplex é preferencialmente selecionada como um miRNA funcionalmente maduro, enquanto a
outra fita é usualmente degradada. Eventos de arm switching ocorrem quando ha mudanca na
preferéncia do brago selecionado. Isso se reflete na alteragcdo do brago identificado como
transcrito funcional, e varia de forma bastante dindmica entre estagios do desenvolvimento,
tipos de tecidos e mesmo entre espécies. Devido as particularidades de seu mecanismo de acéo,
os arm switching concedem aos miRNAs um ampliado potencial regulatorio ao modificar o
conjunto de alvos e, comumente, os processos bioldgicos por eles regulados. Entretanto, 0s
mecanismos moleculares que promovem episddios de arm switching ainda necessitam ser
melhor caracterizados. A identificacdo de metilacdes m®A em pri-miRNAs de linhagens
celulares humanas reportada na literatura forneceu indicios de que este tipo de metilacédo
poderia estar envolvida no processo de arm switching, principalmente devido a alteracdo que
mPA promove na estrutura secundaria de RNAs. Para testar esta hipdtese, utilizamos o
zebrafish, um vertebrado modelo, para avaliar se a metilagdo m®A poderia estar influenciando
na ocorréncia de arm switching nesta espécie. Para isso, confrontamos o perfil global de
expressao dos bracos 5p e 3p dos miRNAs pela analise de uma ampla colecdo de dados de
RNA-seq de periodos iniciais do desenvolvimento embrionario e diversos tecidos adultos de
zebrafish obtidos da literatura. Adicionalmente, aplicamos a técnica de sequenciamento de
metilagdes m®A (m®A-seq) no transcriptoma para identificar potencial correlagéo entre os picos
de metilacao presentes nos mMiRNASs e 0s eventos de arm switching identificados. Este conjunto
de analises nos conduziu a inédita identificagdo de 14 eventos de arm switching em zebrafish.
Pelo estudo detalhado destes casos e sua comparacao aos eventos descritos em outras espécies
verificamos que eventos de arm switching estdo majoritariamente associados ao
desenvolvimento ontogenético dos vertebrados. Adicionalmente, nossas analises sugerem que
a expresséo diferencial de isoformas de miRNAs (isomiRs) pode ser um importante modulador
na prevaléncia dos bracos. Também demonstramos, via andlises de predicdo de alvos e
enriquecimento funcional, que os eventos de arm switching de fato potencializam a regulacao
exercida pelos miRNAs, ao aumentarem o nimero de genes alvos, redes regulatorias e funcoes
bioldgicas aos quais estdo associados. No entanto, surpreendentemente, a analise criteriosa dos
dados de mPA-seq nos forneceu indicios de que os pri-miRNAs de zebrafish ndo sio

efetivamente metilados, ainda que contenham sitios de metilagdo m®A em suas sequéncias. A
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discrepancia entre os resultados obtidos neste trabalho e aqueles reportados em humanos e, mais
recentemente, em Arabidopsis thaliana, sugerem que pressdes seletivas atuantes na biogénese
dos miRNAs poderiam estar ocorrendo em diferentes estagios nestas espécies. Ainda,
considerando dados recentes da literatura sobre a interacdo entre a proteina efetora de
metilagdes mPA e moléculas de RNA, conjecturamos que a estrutura secundaria dos pri-
miRNAs pode ser um fator permissivo desta modulagdo. Nesse contexto, concluimos que o arm
switching € um fenémeno conservado e que estd majoritariamente associado ao
desenvolvimento ontogenético dos organismos. Também nao encontramos evidéncias de que a
metilagdo mPA interfira na prevaléncia dos bracos de miRNAs em zebrafish, dada sua auséncia
aparente nos transcritos de pri-miRNAs desta espécie. Os resultados obtidos neste estudo
trazem novas contribuicdes para a compreensdo de mecanismos regulatérios inerentes a
atividade funcional de miRNAs. Adicionalmente, fornecem subsidios para pesquisas futuras
interessadas em explorar os mecanismos moleculares subjacentes as diferentes taxas de

metilacdo e sua interferéncia na funcdo e dinamica evolutiva dos miRNASs nos metazoarios.

Palavras-chave: RNAs ndo-codificadores, biogénese de miRNAs, modificagdo de RNAs,
bioinformatica, RNA-seq, m°A-seq.
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are currently known as a large class of regulatory RNAs. During
biogenesis, one strand ("arm™) of the duplex miRNA is preferably selected as a functionally
mature miRNA, while the other strand is usually degraded. Arm switching events occur when
there is a change in the preference of the selected arm. This is reflected in the alteration of the
arm identified as the most expressed and functional transcript, and has a dynamically variation
between stages of development, types of tissues and even between species. Due to the
particularities of their mechanism of action, arm switching grants miRNAs an increased
regulatory potential by modifying the set of targets and, commonly, the biological processes
they regulate. However, the molecular mechanisms that promote arm switching episodes still
need to be better characterized. The identification of m°A methylations in pri-miRNAs from
human cell lines reported in the literature provided evidence that this type of methylation could
be involved in the arm switching process, mainly due to the change that m®A promotes in the
secondary structure of RNAs. To test this hypothesis, we used zebrafish, a model vertebrate, to
assess whether m®A methylation could be influencing the occurrence of arm switching in this
species. This way, we compared the global expression profile of the miRNAs 5p and 3p arms
by analyzing a wide collection of RNA-seq data from early periods of embryonic development
and various adult zebrafish tissues obtained from the literature. Additionally, we applied the
mPA methylation sequencing technique (m6A-seq) in the transcriptome to identify potential
correlation between the methylation peaks present in the miRNAs and the identified arm
switching events. This set of analyzes led us to the unprecedented identification of 14 arm
switching events in zebrafish. Through the detailed study of these cases and their comparison
with the events described in other species, we verified that arm switching events are mostly
associated with the ontogenetic development of vertebrates. Additionally, our data suggest that
the differential expression of miRNA isoforms (isomiRs) may be an important modulator in the
prevalence of arms. We have also demonstrated, via target prediction and functional enrichment
analyzes, that arm switching events in fact enhance the regulation exercised by miRNAs, by
increasing the number of target genes, regulatory networks and biological functions with which
they are associated. However, surprisingly, careful analysis of the m°A-seq data provided us
with evidence that zebrafish pri-miRNAs are not effectively methylated, even though they
contain m®A methylation sites in their sequences. The discrepancy between the results obtained

in this work and those reported in humans and, more recently, in Arabidopsis thaliana, sugget
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that selective pressures acting on the biogenesis of miRNAs may be occurring at different stages
in these species. Still, considering recent data from the literature on the interaction between the
m6A methylating reader protein and RNA molecules, we conjecture that the secondary structure
of the pri-miRNAs may be a permissive factor in this modulation. In this context, we conclude
that arm switching is a conserved phenomenon and that it is mostly associated with the
ontogenetic development of organisms. We also found no evidence that m®A methylation
interferes with the prevalence of miRNA arms in zebrafish, given their aparent absence in pri-
miRNA transcripts of this species. The results obtained in this study bring new contributions to
the understanding of regulatory mechanisms inherent to the functional activity of miRNAs.
Additionally, they provide subsidies for future research interested in exploring the molecular
mechanisms underlying the different m8A methylation rates and their interference in the

miRNAs function and evolutionary dynamics in metazoans.

Key-words: non-coding RNAs, miRNA biogenesis, RNA modifications, bioinformatics,
RNA-seq, mPA-seq.
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Tese de Doutorado Arthur Casulli de Oliveira

1. Introducéo
1.1. MicroRNAs e seu papel na regulacéo génica

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs ndo codificadores (ncRNASs) de
aproximadamente 22 nucleotideos que regulam a expressdo génica pds-transcricionalmente.
Primeiramente descritos como atuantes durante o desenvolvimento em Caenorhabditis elegans
(Lee et al., 1993), possuem atualmente a reconhecida importancia de participar do controle de
virtualmente todos os processos celulares ja caracterizados de animais, plantas e, inclusive,
alguns virus (Lee et al., 1993; Zhang et al., 2006; Jia et al., 2008). Estes processos perfazem
desde o desenvolvimento ontogenético, proliferacdo, diferenciacdo e homeostasia celular, até
respostas a estimulos ambientais e doencas tais como os diversos tipos de cancer (Qiu et al.,
2012; Shenoy e Blelloch, 2014; Reddy, 2015; Gebert e MacRae, 2018).

A via candnica de mecanismo de acdo dos miRNAs ocorre pelo seu acoplamento com
proteinas da familia argonauta (Ago), formando o complexo miRISC (miRNA Induced Silence
Complex), que por sua vez interage com transcritos de RNA mensageiro (MRNA) alvos,
promovendo o silenciamento da expressdo génica. O pareamento dos miRNAs com seus alvos
ocorre preferencialmente na regido 3’UTR (3’ Untranslated region) (Dexheimer e Cochella,
2020), embora também haja evidéncias de interacdo em éxons (Reckzo et al., 2012; Hausser et
al., 2013) e na regido 5’UTR (Devlin et al., 2010; Zhou e Rigoutsos, 2014).

Molecularmente, a interacio miRNA-alvo ocorre pelo pareamento simples entre as
bases nitrogenadas destas moléculas, geralmente apresentando complementaridade total nas
plantas e parcial nos animais (embora haja excec6es). Em animais, a complementaridade dos
miRNAs com seus alvos se da preferencialmente por uma sequéncia de sete nucleotideos
(nucleotideos 2 a 8 na por¢do 5' do miRNA), chamada se sequéncia seed, embora interaces
menos comuns, ndo baseadas na seed também tenham sido reportadas (Chi et al., 2012; Clark
et al., 2014) assim como foi demonstrado que a porgao 3° de alguns miRNAs pode ser téo
relevante quanto a regido seed na detec¢do de seus alvos em animais (Broughton et al., 2016).
Uma vez estabelecida a interacdo miRNA-alvo, a regulacdo da expressdo génica ocorre
principalmente por meio da repressdo da tradugdo — mediante a inibigdo do reconhecimento do
5'-Cap do mRNA alvo e desacoplamento prematuro do ribossomo — e pela degradacao
prematura do mRNA — via mecanismos de deadenilacdo (He e Hannon, 2004; Petersen et al.,
2006; Mathonnet et al., 2007; Fabian et al., 2010).
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Durante a biogénese dos miRNAs, uma importante etapa consiste no processamento da
molécula precursora em um duplex de RNA que € reconhecido pelas proteinas Ago para formar
o complexo miRISC (Lee et al., 2003). Neste reconhecimento, um dos bracos do duplex é
selecionado para incorporar o complexo miRISC, se tornando o0 miRNA funcional, enquanto o
outro braco é liberado e rapidamente degradado (Griffiths-Jones et al., 2011). Para alguns
miRNAs, um dos bragos tende a acumular na célula, sendo preferencialmente selecionado pela
Ago, enquanto o outro braco possui baixos niveis de acumulo celular (Hutvagner, 2005;
Griffiths-Jones et a., 2011). J& para outros miRNAS, verifica-se que as sequéncias precursoras
podem ser processadas de maneira a produzir uma quantidade significativa de transcritos
funcionais oriundos de ambos os bragos (Hutvagner, 2005; Okamura et al, 2008; Griffiths-Jones
eta., 2011). Entretanto, em alguns casos, o braco selecionado pela Ago para ser incorporado ao
complexo miRISC e tornar-se 0 miRNA funcional é amplamente varidvel entre diferentes
contextos bioldgicos, como por exemplo entre diferentes periodos do desenvolvimento, tecidos
e condicdes fisioldgicas. O resultado deste processo, que conduz a selecédo diferencial de brago,
é conhecido como arm switching (Ro et al, 2007; Wit et al, 2009; Griffiths-Jones et a., 2011,
Ludwig et al., 2016; Kern et al., 2020).

Uma vez que o reconhecimento dos alvos pelos miRNAs ocorre devido a
complementaridade entre suas sequéncias (especialmente entre a regido seed dos miRNAs e 0s
chamados microRNA recognition elements (MRES) ou sitios de interagdo, presentes no mMRNA),
a ocorréncia de eventos de arm switching permite aos miRNAs modular um conjunto
potencialmente diferente de alvos, a depender do braco preferencialmente expresso. De fato,
analises de predicéo de alvos de miRNAs realizados em drosoéfila e humano demonstram que
0s bracos distintos de um mesmo miRNA tendem a regular transcritos diferentes de mRNAs.
Adicionalmente, ndo sO estes transcritos diferem entre si, como o papel biologico por eles
desempenhados também tende a ser distinto (Marco et al., 2012). Desta maneira, 0s eventos de
arm switching decorrentes da complexa biogénese dos miRNAs emergem como um poderoso
mecanismo de regulacdo génica, capaz de modular vias regulatérias envolvidas em mdaltiplas

funcdes biologicas relevantes em diversos contextos normais e patologicos.

A ocorréncia de arm switching ja foi detectada em diversas espécies de vertebrados, tais
como em humano (Homo sapiens), camundongo (Mus musculus), coelho (Oryctolagus
cuniculus) e galinha (Gallus gallus) (Ro et al, 2007; Glazov et al., 2008; Li et al., 2011; Guo et
al., 2015); em espécies de invertebrados, como a mosca domestica (Drosophila melanogaster)

e 0 besouro marrom (Tribolium castaneum) (Griffiths Jones et al., 2011); entre diferentes
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5.2. Consideracdes finais

Adicionalmente aos resultados obtidos, o desenvolvimento desta pesquisa e a
realizacdo das analises aqui descritas foram fundamentais para minha formacdo. Os desafios
superados e discussGes realizadas, bem como o aprendizado de diversas técnicas de
bancada e computacionais ao longo de todo o periodo de doutoramento, proporcionaram a
aquisicdo uma de rica experiéncia na area de biologia e evolucdo molecular. De
maneira similar, as experiéncias obtidas durante este periodo me permitiram contribuir
de maneira efetiva em diversas outras pesquisas, buscando sempre que possivel

transmitir os conhecimentos adquiridos aos colegas de laboratério.

A participagdo em atividades paralelas ao desenvolvimento da pesquisa deste projeto,
como a realizagdo de estagios docéncia, participacdo de eventos, ministracdo de palestras e
aulas em disciplinas, co-orientacdo de alunos de graduacdo e mestrado, entre outras

atividades, também foram fundamentais para minha formagao académica e profissional.

As recentes restrigdes oriundas da pandemia Covid-19, que iniciaram em abril de 2020
e perduram até os dias de hoje, prejudicaram a execucdo de algumas analises funcionais até o
periodo de defesa do doutoramento. Entretanto, o tempo inicialmente destinado a estes
experimentos pode ser convertido na execucdo de andlises computacionais inicialmente
ndo previstas, que geraram resultados inéditos e dados que ainda poderdo ser
explorados futuramente. Adicionalmente, a realizacdo de estadgio docéncia em meio a
paralisacdo das aulas presenciais, no primeiro semestre de 2020, me possibilitou presenciar 0s
desafios e mudancas didaticas requeridas no EAD, complementando a minha formacdo na

area de educacéo.
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