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Apresentacao

Os microRNAs (miRNAs) sdo uma classe impor- miRNA é essencial para desvendar os complexos
tante de RNAs nao codificantes. Estes sdo peque- mecanismos de regulagdo genética e entender seu
nos RNAs com tamanho entre 18 a 25 nucleotideos papel em uma variedade de processos biolégicos.
de comprimento, localizados em regides intrénicas Assim, o tutorial elaborado fornece um passo a
ou exdOnicas. Os miRNAs, além de regular a ex- passo para a identificagdo de miRNAs, a partir de
pressao génica, estdo envolvidos na regulagéo de dados de sequenciamento de RNA em grande es-
diversos processos bioldgicos, incluindo o ciclo ce- cala (RNA-Seq), utilizando como exemplo os suinos,
lular, a diferenciacéo e o metabolismo. Em 2024, os mas que pode ser usado para diferentes espécies,
cientistas Gary Ruvkun e Victor Ambros receberam fornecendo a comunidade cientifica um protoco-
o prémio Nobel de medicina em reconhecimento lo para conduzir suas analises de forma pratica e
pela descoberta dos microRNAs na década de 1990 eficiente. Ao seguir o fluxo de trabalho mencionado
que tem permitido elucidar parte de uma complexa neste tutorial, os estudantes e pesquisadores po-
rede de regulagdo da expressdo dos genes e ma- derao identificar microRNAs e posteriormente elu-
nutengado dos processos bioldgicos. Os avangos no cidar as vias biolégicas e processos associados a
sequenciamento de nova geragao revolucionaram a sua regulagéo. Essa analise pode fornecer insights
capacidade de estudar os miRNAs, proporcionando valiosos, permitindo uma compreensao mais abran-
maior detecgdo de miRNAs e permitindo a identifica- gente dos sistemas bioldgicos, das interagdes entre
¢ao em diferentes tecidos e estagios de desenvolvi- diferentes niveis de regulagédo genética e melhor di-
mento. No entanto, a tarefa computacional de iden- recionar pesquisas futuras. A identificagdo de novos
tificar com precisdo os miRNAs ainda permanece miRNAs por meio de analises bioinformaticas é de
desafiadora devido a complexidade dos dados ge- grande importancia para entendermos diversos pro-
rados e as sutis diferengas entre sequéncias. A ana- cessos regulatérios, melhorando, assim, o conheci-
lise bioinformatica de dados de sequenciamento de mento das regides funcionais do genoma.

Mbnica Corréa Ledur
Pesquisadora da Embrapa Suinos e Aves






Sumario

Introducao

Ferramentas para identificagcao de microRNAs
Controle de qualidade
Mapeamento com Bowtie

Mapeamento e quantificacao - mirDeep2

Passo-a-passo para a identificagao de microRNAs
Controle de qualidade
Mapeamento

Identificacao e predicdo dos microRNAs — mirDeep2

Consideragoes finais

Agradecimentos

Referéncias

10
10
11
11

12
12
14
17

19
19

19






Explorando o universo dos microRNAs: manual para a predi¢géo de novos microRNAs 9

Introducao

Os RNAs nao codificantes (hcRNAs) foram con-
siderados como “ruido gendmico” ou “lixo” das regi-
des gendmicas durante parte dos anos 2000 (Zhang
et al., 2019). No entanto, com os avangos nas téc-
nicas de sequenciamento, foi possivel comprovar
que os ncRNAs desempenham papel fundamental
em diversos processos biolégicos (Ye et al., 2021;
Lépez-Jiménez, Andrés-Ledn, 2021). Entre os diver-
sos tipos de ncRNAs, os microRNAs tém recebido
consideravel atencédo devido a sua capacidade de
regular a expressado génica pés-transcricional (Jo-
nas, lzaurralde, 2015).

Os microRNAs sédo pequenos RNAs de apro-
ximadamente 18-25 nucleotideos de comprimento,
que atuam como reguladores negativos da expres-
sdo génica por meio do pareamento de bases com
sequéncias-alvo complementares nos RNAs mensa-
geiros (MRNAs). Essa interagéo pode levar a degra-
dacao do mRNA-alvo ou a inibigdo da sua tradugéo,
influenciando assim diversos processos celulares
(Lin et al., 2013; O’Brien et al., 2018). Os microR-
NAs estdo localizados em regides genémicas intrd-
nicas ou nos éxons de genes codificadores de pro-
teinas (Kim; Kim 2007).

O microRNA ¢é tipicamente transcrito pela
RNA polimerase Il como um RNA primario, que é
posteriormente processado em uma forma de pre-
cursor de microRNA em hairpin (pré-microRNA) pela
enzima RNase lll Drosha no nucleo e, entéo, expor-
tado para o citosol pela exportina-5 (Bartel, 2004).
No citosol, o pré-microRNA é clivado pela enzima
Dicer em um duplex de microRNA, onde um dos
bragos é carregado na proteina Argonauta (AGO)
dentro do complexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC) e usado como sequéncia guia para di-
recionar a ligacdo ao mRNA-alvo (Krol et al., 2010).
Um microRNA pode influenciar simultaneamente va-
rios genes localizados na mesma via de sinalizagcao
celular (Li et al., 2015). Eles interagem com seus al-
vos, que incluem nao apenas mRNAs, mas também
RNAs nao codificantes longos (IncRNAs), pseudo-
genes e RNAs circulares (Tay et al., 2014).

As abordagens bioldgicas e bioinformaticas per-
mitem a descoberta de milhares de microRNAs em

plantas e animais, os quais sdo depositados no
miRBase, o principal repositorio online de sequén-
cias e anotacdes de microRNAs. Sua versdo mais
recente (v22) abrange sequéncias de microRNA de
271 organismos, totalizando 38.589 precursores e
48.860 microRNAs maduros (Kozomara; Birgaoanu;
Griffiths-Jones, 2019). Os avangos no sequencia-
mento de nova geracgéo revolucionaram a capacida-
de de estudar os microRNAs, proporcionando maior
detecgao de microRNAs e permitindo a identificagcao
em diferentes tecidos e estagios de desenvolvimen-
to. No entanto, a tarefa computacional de identificar
com precisdo os microRNAs ainda permanece de-
safiadora devido a complexidade dos dados gera-
dos e as sutis diferencas entre sequéncias.

A identificacdo do microRNA n&o é uma tarefa
simples e direta, mas sim um processo complexo
gue envolve a integragao de diferentes disciplinas e
abordagens. A complexidade surge devido a nature-
za dos microRNAs, que sao moléculas pequenas e
com fungao altamente influente na regulacao gené-
tica, e também devido a diversidade de métodos e
técnicas necessarias para sua identificagdo e carac-
terizagdo. Portanto, uma estratégia interdisciplinar,
que combina conhecimentos e técnicas de areas
como biologia molecular, bioinformatica e genémica,
€ necessaria para a identificacdo eficaz e comple-
ta dos microRNAs. Assim, este manual tem como
propdsito de fornecer informagdes detalhadas e um
guia completo para a identificacdo de microRNAs a
partir de dados de sequenciamento em larga escala.

O manual esta estruturado da seguinte manei-
ra: (i) A segcédo 2 aborda as etapas e as principais
ferramentas empregadas para a identificagao de mi-
croRNAs, proporcionando uma visao geral da anali-
se proposta. (ii) Na segéo 3, essas ferramentas séo
aplicadas, seja por meio de scripts ou diretamente
através de comandos do sistema operacional Linux,
distribuicdo CentOS release 7.6 (usada no manual),
em um guia passo a passo que demonstra como
realizar a analise utilizando um conjunto de dados
de sequenciamento de RNA de fetos suinos.

O presente trabalho esta alinhado aos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS): 4 — Edu-
cagao e Qualidade, e contribuem para o atingimento
da meta 4.3 — Técnica e superior; e também o ODS
9 —Industria, Inovacao e Infraestrutura, e contribuem
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para o atingimento da meta 9.5 -Pesquisa cientifica
e capacidade tecnoldgica.

Ferramentas para
identificacao de
microRNAs

Para conduzir as analises mencionadas neste
guia, s&o indispensaveis dados de sequenciamen-
to de microRNAs, obtidos por meio de bibliotecas
de RNA preparadas com o kit lllumina TruSeq Small
RNA (lllumina). Aqui, utilizamos arquivos brutos de
sequéncias no formato FASTQ e as analises séao
executadas em um ambiente Linux, utilizando a lin-
guagem de shell script.

As etapas para identificar microRNAs incluem
controle de qualidade, mapeamento e quantifica-
¢ao das sequéncias. Os programas utilizados séo:
Trimmomatic (Bolger et al., 2014), Cutadapt (Martin,
2011), Bowtie (Langmead, 2010) e miRDeep2 (Frie-
dlander et al., 2012). Abaixo, sera fornecido um re-
sumo conciso dos softwares empregados em cada
fase da analise em dados de sequenciamento de
RNA provenientes de amostras de fetos de suinos.

Controle de qualidade

O objetivo do controle de qualidade consiste em
remover bases e sequéncias de baixa qualidade,
bem como sequéncias de adaptadores, para reduzir
erros de sequenciamento e aumentar a qualidade
dos dados analisados. Neste manual, utilizamos os
programas Cutadapt para eliminar as sequéncias de
adaptadores e Trimmomatic para remover sequén-
cias de baixa qualidade. O programa Cutadapt foi
projetado para remover adaptadores de sequéncias
curtas geradas a partir das novas plataformas de
sequenciamento de DNA. No sequenciamento de
pequenos RNAs, as leituras frequentemente sao
mais longas do que o proprio RNA, contendo partes

Documentos 255

do adaptador 3’. A remocgao desses adaptadores é
crucial para garantir a qualidade e a precisdo das
analises subsequentes (Martin, 2011). O programa
Trimmomatic € uma ferramenta versatil projetada
para pré-processar leituras de sequenciamento de
alto rendimento, removendo bases e sequéncias de
baixa qualidade. Ele emprega uma abordagem de
janela deslizante para remover tais regides. A remo-
¢ao dessas sequéncias e regides contribui para o
aumento de precisdo e a confiabilidade das anali-
ses, tornando-o uma ferramenta essencial para o
processamento de dados de sequenciamento em
diversas aplicagdes (Bolger et al. 2014).

Para usar os programas Cutadapt e Trimmo-
matic &€ necessario que os arquivos de sequéncias
estejam no formato FASTQ (Figura 1). Esse tipo de
arquivo foi desenvolvido para lidar com a saida das
métricas basicas de qualidade de sequenciamento.
As pontuagdes de qualidade e sequéncia sao co-
dificadas como caracteres ASCIl (American Stan-
dard Code for Information Interchange). Um codigo
ASCII é a representagdo numérica de um caractere
(Figura 2). O formato utiliza quatro linhas para cada
sequéncia. A primeira linha contém o cabegalho ini-
ciado pelo caractere ‘@’, seguido pelo identificador
de sequéncia e uma descrigdo opcional. A segunda
linha corresponde a bases sequenciadas. A terceira
linha inicia com o caracter “+” e pode ser utilizado
para adicionar qualquer tipo de informacgao. Por fim,
a quarta linha do arquivo FASTQ apresenta os valo-
res de qualidade para cada base sequenciada, onde
cada caractere, depois de convertido, representa o
valor da qualidade Phred.

As quatro linhas de um arquivo FASTQ repre-
sentam uma sequéncia, também chamada de read
(leitura, em portugués). Uma read consiste em uma
Unica sequéncia de nucleotideos gerada pelo se-
quenciador de DNA. O tamanho da read pode variar
de acordo com o equipamento e a biblioteca de se-
qguenciamento utilizados. Os sequenciadores podem
gerar dois tipos de reads: single-end (sequencia-
mento de uma extremidade) e paired-end (sequen-
ciamento de ambas as extremidades). A limpeza e
filtragem das reads é uma etapa importante para o
pré-processamento dos dados brutos gerados.

1:N:0:CACCGG

Figura 1. Representagdo de um arquivo FASTQ.
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O~NOUL P WN 2O
O O NO UL P WN PO

Figura 2. Caracteres da tabela ASCII.

Mapeamento com Bowtie

O Bowtie é um alinhador rapido de sequéncia
curta que utiliza a memoaria de forma eficiente e é
voltado para alinhar grandes conjuntos de sequén-
cias curtas com genomas de referéncia. Antes de
alinhar as reads, é necessario construir ou obter um
indice apropriado do genoma de referéncia. Uma
vez criado, um indice pode ser reutilizado para mul-
tiplos alinhamentos. O programa Bowtie é compati-
vel com os sistemas operacionais Linux, Mac OS X
e Windows, possui cédigo aberto e pode ser usado
gratuitamente, facilitando a integragdo com outros
softwares de bioinformatica (Langmead, 2010).

Mapeamento e quantificagao
- mirDeep2

O miRDeep2 é um programa que identifica mi-
croRNAs e informa sobre candidatos de alta con-
fianca que sédo detectados em multiplas amostras
independentes. O funcionamento é iniciado com
uma verificagdo do formato dos arquivos de entra-
da. Em seguida, ocorre uma rapida quantificagéo
dos microRNAs conhecidos se forem fornecidos
arquivos de precursores do miRBase. Posterior-
mente, sdo removidos potenciais precursores de
microRNA do genoma com base nos mapeamen-
tos de leitura como guia. As leituras sdo analisadas
para reter apenas mapeamentos de pelo menos 18
nucleotideos (nt). As duas cadeias do genoma sao

OZ=ErrAUHIOMMONO®>XL
S SN XE<C-HWDXTVO O
o — MmN X E < C 0 OTT

a
b
C
d
e
f
g
h
1
)
3
1
m
n
)

escaneadas separadamente e a remogao € inicia-
da quando um agrupamento de leituras é encon-
trado. As sequéncias cobertas pelo agrupamento
de leituras s&o removidas e a varredura continua
até que ndo haja mais agrupamentos de leituras
dentro de 70 nt. Apds, é preparado um arquivo de
assinatura utilizando-se a ferramenta bowtie-build
para construir um indice de transformacao de Bur-
rows-Wheeler dos precursores removidos (Manzini,
2001; Li; Durbin, 2009), seguido pelo mapeamento
do conjunto de leituras de sequenciamento para o
indice usando bowtie. Na quarta etapa, as estrutu-
ras secundarias de RNA dos precursores potenciais
sdo previstas usando o RNAfold e os valores de P
randfold s&o calculados para um subconjunto dos
precursores. O RNAfold é um programa que calcula
a estrutura secundaria de uma sequéncia de RNA.
Isso é crucial para identificar estruturas de hairpin
caracteristicas dos precursores de microRNAs. O P
randfold € uma medida estatistica que ajuda a ava-
liar a probabilidade de que a estrutura de RNA pre-
vista ocorra por acaso. Valores baixos de P randfold
indicam que a estrutura observada ¢é estatisticamen-
te significativa e ndo é apenas um artefato aleato-
rio. Na quinta etapa, os precursores potenciais sao
pontuados individualmente ou descartados pelo al-
goritmo central miRDeep2. Na sexta etapa, sao exa-
minadas as distribui¢gdes de pontuacéao e calculadas
as estatisticas de desempenho (Friedlander et al.,
2012).
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Passo-a-passo para
a identificacao de
microRNAs

Esta secao apresenta um procedimento passo
a-passo que ilustra como realizar a analise para
identificacdao de microRNAs, utilizando um conjun-
to de dados de RNA-Seq de um experimento com
fetos de suinos (Sus scrofa). As duas amostras sao
provenientes do sequenciamento single-end Illumi-
na, utilizando o kit TruSeq Small RNA. O sequen-
ciamento foi de 36pb com a plataforma lllumina
HiSeq2500. As amostras usadas neste manual fo-
ram coletadas de fetos de suinos de 35 dias, sen-
do uma amostra do sexo feminino (pig_mir_01) e
outra do sexo masculino (pig_mir_02). As amostras
utilizadas neste manual estdo no formato FASTQ
e compactadas pelo programa gzip. Os comandos
correspondentes a cada etapa da analise devem ser
executados no terminal do Linux, a partir do prompt
de comandos. Em todos os casos, sera apresenta-
da uma descricao dos parametros usados e da sai-
da (arquivo) resultante.

Primeiramente, é necessario criar um direto-
rio para armazenar todos 0s programas € amos-
tras usados neste documento. E importante que o
nome do arquivo/diretério ndo possua acentos nem
espacos.

# Todos os comandos sao executados no termi-
nal bash (Bourne Again SHell) do Linux

# Crie (mkdir) a pasta Analise_microRNAs
$ mkdir Analise_microRNAs
# Entre (cd) na pasta Analise_microRNAs

$ cd Analise_microRNAs

Os arquivos necessarios para execugao dessas
analisesestaodisponiveisnolink (https://drive.google.
com/drive/folders/18MJPLeagn5t_6h1q3HENhvtYI
jmsm1lg). Abra o link em um navegador e faga o
download dos arquivos pig_mir_01.fastq.gz e pig_
mir_02.fastq.gz.

Crie o diretdrio 00-Fastq e mova (mv) os dois
arquivos baixados para dentro desta pasta.

$ mkdir 00-Fastq

$ mv *.gz 00-Fastq

Documentos 255

Controle de qualidade

Para maior confiabilidade, o controle de qualida-
de é realizado pelos programas Cutadapt e Trimmo-
matic. Certifique-se que vocé esteja na pasta que
tenha os programas e 0s arquivos necessarios para
iniciar o controle de qualidade.

Controle de qualidade — Cutadapt

No terminal do sistema operacioal Linux, instale
o programa Cutadapt com o comando abaixo:

#Versao do programa Cutadapt usada no manu-
al foi 4.9

$ pip install cutadapt

#Para maiores informag6es sobre a instalagao e
uso visite a pagina do programa em:

https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/

O comando nohup do Linux permite que o pro-
cesso continue executando mesmo se o terminal for
fechado.

Sera utilizado o caractere “>” para redirecionar
a saida padrado do comando (tela) para um arquivo
texto.

Sera utilizado o comando “for” do linux para
fazer um loop e executar todas as amostras
simultaneamente.

O programa Cutadapt remove um adaptador es-
pecifico das reads utilizando os seguintes parame-
tros/arquivos abaixo:

* a — adaptador usado no Kkit;

°* m — comprimento minimo das reads;

* j — numero de threads;

* max-n 0 — remover reads com bases “N”;
* 0 — nome do arquivo de saida;

* pig_mir_01_fastq.gz — nome do arquivo de
entrada.

* pig-mir-01.report.cutadapt.txt — arquivo de
relatério. Todas as mensagens de saida e es-
tatisticas do processo de corte serdo salvas
neste arquivo.

Para rodar o programa cutadapt execute os se-
guinte passos:
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#Crie a pasta onde sera salvo os resultados da
analise do programa Cutadapt

$ mkdir 01-Cleaned

#Criando uma variavel de nome “lib” contendo o
nome das duas amostras

$ lib=(pig_mir_01 pig_mir_02)

# Rodando as duas amostras simultaneamente
usando o comando for

$ for i in ${lib[@]}; do nohup cutadapt -a TGGAT
TCTCGGGTGCCAAGG -m 18 -j 5 --max-n 0 -0
01-Cleaned/"$i"_cut.fastq.gz 00-Fastq/"$i".fastq.gz
> 01-Cleaned/"$i".report.cutadapt.txt & done

Arquivos ap6s a execugao do Cutadapt (Figura
3):

pig _mir_01.report.cutadapt.txt

pig mir_02.report.cutadapt.txt

Figura 3. Arquivos gerados pela saida do programa
Cutadapt.

Controle de qualidade — Trimmomatic

Para baixar o programa Trimmomatic versao
1.39 (usado no manual) execute os comandos
abaixo:

* wget — comando usado para baixar arquivos
da internet.

e unzip — descompacta os arquivos “.zip”.

#Para maiores informagées sobre a instalagao e
uso visite a pagina do programa em:

http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic

O Trimmomatic € uma ferramenta amplamente
utilizada para o pré-processamento de dados de se-
quenciamento. Uma das suas funcdes € realizar o
controle de qualidade dos arquivos de sequencia-
mento, o que inclui a detec¢cdo e remogao de leitu-
ras curtas e de baixa qualidade. Segue abaixo uma
explicagdo para os parametros utilizados para exe-
cucao do Trimmomatic:

* SE — usada para indicar que a filiragem de
qualidade é em single-end;

¢ threads — numero de threads;

e pig_mir_01_cut_trimmo.fastq.gz — nome
do arquivo de saida;

o SLIDINGWINDOW:5:20 — esta opgéo &
usada para realizar uma filtragem de quali-
dade de deslizamento de janela por base.

O numero 5 especifica o tamanho da janela,
enquanto 20 é o valor minimo da qualidade
média dentro da janela;

e LEADING:3 — remove bases com qualidade
menor que 3 no inicio das sequéncias.

e TRAILING:3 — remove bases com qualidade
menor que 3 no final das sequéncias;

* pig_mir_01.report.trimmo.txt — arquivo de
texto que contém um relatério sobre o pro-
cesso de filtragem realizado.

$ wget http://www.usadellab.org/cms/uploads/
supplementary/Trimmomatic/Trimmomatic-0.39.zip

$ unzip Trimmomatic-0.39.zip

# Utilize o comando java -jar para executar pro-
gramas feitos em linguagem Java.

$ java -jar Trimmomatic-0.39/trimmomatic-0.39.jar

# Para rodar as duas amostras simultaneamen-
te

$ foriin ${lib[@]}; do java -jar Trimmomatic-0.39/
trimmomatic-0.39.jar SE -threads 10 01-Cleaned/
"$i"_cut.fastq.gz 01-Cleaned/"$i”_cut_trim.fastq.gz
SLIDINGWINDOW:5:20 LEADING:3 TRAILING:3
MINLEN:18 2> 01-Cleaned/’$i".report.trimmo.txt &
done

Arquivos de saida apés a execucado do Trimmo-
matic (Figura 4):
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pig mir_Ol1l.report.trimmo.txt

pig mir_02.report.trimmo. txt

Figura 4. Arquivos gerados pela saida do programa
Trimmomatic.

Mapeamento

O mapeamento é realizado com o alinhador
bowtie e a ferramenta mapper do mirDeep2. Antes
de comecgar o0 mapeamento, € fundamental realizar
o download de todos os arquivos necessarios para a
analise. Isso inclui as sequéncias de RNA transpor-
tador (tRNA) e RNA ribossémico (rRNA) do Rfam.
Rfam é um banco de dados de familias de RNA nao
codificantes, onde cada familia é representada por
um alinhamento de sequéncias multiplas, uma es-
trutura secundaria de consenso e um modelo de co-
variancia para a anotagédo de RNAs nao codificantes
em conjuntos de dados de nucleotideos, fornecen-
do um sistema uniforme para a anotagcdo de RNA,
que abrange informagdes sobre familias de microR-
NA (Kalvari et al., 2021).

Para baixar apenas as familias de tRNA e
rRNA de interesse, entre na pagina do Rfam em
https://rfam.org e clique no link “browser”, depois

Documentos 255

“entry type”, selecione as familias e clique em Sub-
mit (Figura 5). Neste manual foi utilizada a versao
14.10 do Rfam (Acessado em 07/2024).

Entry tvpe Search for Rfam families by type. More...

Entry types —[;] Gene
O crisPR

[ antisense

-~ microRNA
-~ rRNA

! ribozyme

! ! =plicing
@) tRNA

_ Intron

- ! Cis-regulatory element
_'IRES
-~ _! Frameshift element
- _| leader
[l riboswitch

[ thermaoregulator

Figura 5. Tipos de familias de RNAs na base de dados
Rfam.

A base de dados exibe as colunas “Accession”,
“ID”, “Type” e “Description” das familias correspon-
dentes aos tRNA e rRNA (Figura 6).

RF00001 5S rRNA Gene; RNA
RF00002 5 8S rRNA Gene; rRNA
RF00005 tRNA Gene; tRNA
RF00177 SSU_rRNA bacteria  Gene; RNA
RF01852 tRNA-Sec Gene; tRNA
RF01959 SSU rRNA _archaea Gene; rRNA
RF01960 SSU rRNA eukarya  Gene; rRNA
RF02540 LSU rRNA_archaea Gene; rRNA
RF02541 LSU rRNA bacteria  Gene; rRNA
RF02542 SSU rRNA microsporidia Gene; rRNA
RF02543 LSU rRNA eukarya  Gene; rRNA
RF02545 SSU_trypano_mito Gene; IRNA
RFE02546 LSU trypano mito Gene; rRNA
RFE02547 mtPerm-5S Gene; rRNA
RF02554 pPPoORNA Gene; rRNA
RF02555 hveRNA Gene; rRNA

5S ribosomal RNA

5.8S ribosomal RNA

tRNA

Bacterial small subunit ribosomal RNA

Selenocysteine transfer RNA

Archaeal small subunit ribosomal RNA

Eukaryotic small subunit ribosomal RNA

Archaeal large subunit ribosomal RNA

Bacterial large subunit ribosomal RNA

Microsporidia small subunit ribosomal RNA

Eukaryotic large subunit ribosomal RNA

Trypanosomatid mitochondrial small subunit ribosomal RNA
Trypanosomatid mitochondrial large subunit ribosomal RNA
Permuted mitochondrial genome encoded 5S rRNA
mt-5S-like P. polycephalum

mt-5S-like H. vermiformis

Figura 6. Dados filtrados e mostrando apenas as familias de tRNA e rRNA da base de dados do Rfam.
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Copiar os dados da primeira coluna (Accession)
com os nomes das familias de tRNA e rRNA para
um arquivo chamado nomes_tRNAs rRNAs.ixt,
como mostra a Figura 7.

RFOO001
RFOO002
RFOOGO5

RFOO177
RFO01852
RFO1959
RFO01960

Figura 7. Conteudo parcial do arquivo nomes_tRNAs_rR-
NAs.txt.

Para baixar todos os arquivos de familias de in-
teresse do banco RFAM de forma automatica, exe-
cute o comando abaixo:

#Criar a pasta rfam para organizar os arquivos
de rRNA e tRNA

$ mkdir rfam

$ for i in $(cat nomes_tRNAs_rRNAs.txt); do wget
https://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/Rfam/
CURRENT/fasta_files/$i.fa.gz -O rfam/$i.fa.gz; done

Depois de baixado, agrupe todos os arquivos em
um unico arquivo “.fa”, usando o comando abaixo:

zcat Extrai o contetido de um arquivo com-
pactado pelo programa gzip

$ zcat rfam/*.fa.gz > rfam/Rfam_tRNA_rRNA fa

Mapeamento com o Bowtie

Para instalar o Bowtie, baixe o pacote na ver-
sdo 1.3.1 (usado no manual) em https://sourceforge.
net/projects/bowtie-bio/files/bowtie, descompacte o
arquivo.tar.gz e acesse o diretério descompactado.

$ wget https://sourceforge.net/projects/bowtie-bio/
files/bowtie/1.3.1/bowtie-1.3.1-linux-x86_64.zip

$ unzip bowtie-1.3.1-linux-x86_64.zip

#Adicionar a pasta do programa bowtie no
PATH do linux

$ export PATH=$PATH:$PWD/bowtie-1.3.1-linux
-x86_64:

Criar o index usando Bowtie:

* bowtie-build — para criar um indice de
sequéncia;
* Rfam_tRNA_rRNA.fa — arquivo (gerado

acima) de entrada contendo as sequéncias
de RNA que serado indexadas;

e Rfam_tRNA_rRNA — prefixo que sera usado
para nomear os arquivos de indice gerados.

$ bowtie-build --threads 16 rfam/Rfam_tRNA_
rRNA.fa rfam/Rfam_tRNA_rRNA

Mapeamento usando o bowtie - Rfam:

* v — especifica 0 nUmero maximo de misma-
tches permitidos durante o alinhamento das
sequéncias;

* a — reporta todos os alinhamentos validos,
em vez de apenas o melhor alinhamento para
cada sequéncia de leitura;

* best — instrui o programa a classificar os
alinhamentos encontrados e relatar apenas o
melhor alinhamento para cada sequéncia;

e strata — controla a exibicdo de resultados.
Quando usada, agrupa os alinhamentos em
“estratos”, o que significa que alinhamentos
idénticos ou equivalentes sdo agrupados
juntos. Isso é util para reduzir a redundancia
nos resultados;

¢ threads — numero de threads;

* un — especifica 0 nome do arquivo de saida
para as sequéncias que ndo foram alinhadas
durante o processo de alinhamento;

e 1> /dev/null — redireciona a saida padrao
para /dev/null, ou seja, descarta todas as
mensagens de saida padrao. Isso é util para
suprimir a saida padrao e manter apenas o
arquivo de log para analise posterior;

* 2> — redireciona a saida de erro padrao de
um comando para um arquivo especifico.
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$ mkdir 02-Bowtie

$ foriin {01..02}; do nohup bowtie -v 0 -a --best
--strata --threads 16 -x rfam/Rfam_tRNA_rRNA
01-Cleaned/pig_mir_"$i”_cut_trim.fastq.gz --un
02-Bowtie/pig_mir_"$i”_cut_trim_unaligned_ RFAM.
fastq 1> /dev/null 2> 02-Bowtie/pig_mir_"$i” RFAM.
log & done

Os arquivos gerados na saida do comando aci-
ma séo:

_Eut_unaligned_HFﬂM.fath
RFAM. log
cut_unaligned RFAM.ftastqg

pig_mi
pig m
pig_m

02_RFAM.log

pig_mir

Figura 8. Arquivos gerados pelo mapeamento pelo pro-
grama Bowtie .

Usando o mirDeep2

Para usar o mirDeep2, vocé precisara baixar e
instalar o programa. Siga os comandos abaixo para
realizar a instalagao:

#Versao do mirdeep2 utilizada no manual v.
0.1.3

$ git clone https://github.com/rajewsky-lab/mirdeep2
$ cd mirdeep2

$ perl install.pl

$ source ~/.bashrc && perl install.pl

#Adicionar a pasta bin no PATH do Linux

$ export PATH=$PATH:$PWD/bin:
$cd..

Para maiores informacdes sobre a instalagao e uso
visite a pagina do programa em: https://github.com/
rajewsky-lab/mirdeep2

Iniciando o mapeamento com mapper

Para iniciar o mapeamento com o mapperl.pl é
necessario juntar os dois arquivos gerados pela sa-
ida do programa bowtie em um Unico arquivo fastq,
usando o comando a seguir:
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$ cat 02-Bowtie/* _unaligned_RFAM.fastq >
02-Bowtie/all_cut_trim_unaligned RFAM.fastq

Crie a pasta 02-Mapped para salvar os resulta-
dos do mapeamento pelo mirDeep2.

$ mkdir 02-Mapped

Antes de mapear as sequéncias no genoma do
suino, primeiro sera necessario baixar o genoma e
criar o index.

# Baixar o genoma pelo site do UCSC
$ mkdir reference

$ wget https://hgdownload.soe.ucsc.edu/golden
Path/susScr11/bigZips/susScri1.fa.gz -O reference/
susScri1.fa.gz

$ gunzip reference/susScr11.fa.gz

Criar o index do genoma do suino, usando o co-
mando bowtie-build:

» susScr1i1.fa — o arquivo de entrada conten-
do o genoma de referéncia.

* susScr11 — prefixo que sera usado para
nomear os arquivos de indice gerados.

$ bowtie-build --threads 16 reference/susScr11.fa
reference/susScri11

Ap6s ter criado os indices, os arquivos gerados
sdo mostrados na Figura 9.

susScrll.rev.1.ebwt
susScrll.rev.2.ebwt
susScril.1.ebwt

susScrill.2.ebwt
susScrill.3.ebwt
susScrll.4.ebwt

Figura 9. Arquivos de indices gerados pelo bowtie-build.

O mapeamento das sequéncias é realizado com
o programa mapper.pl com os seguintes parametros:

* h — transforma o fastq em fasta.

* j — remove sequéncias que contenham ca-
racteres diferentes de ACGTN.
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¢ | — descarta leituras mais curtas do que um
comprimento especifico em nucleotideos
(18).

* m — colapsa as reads, removendo as sequ-
éncias duplicadas - para deixar o mapeamen-
to mais rapido.

* p — as leituras serdo mapeadas para o ge-
noma de referéncia fornecido, cujo arquivo de
indice foi especificado.

¢ s — salva o fasta das reads colapsadas.

¢ t —» nome do arquivo dos mapeamentos de
leitura para o banco de dados de referéncia
no formato arf do miRDeep2.

* v — exibe um relatério de progresso.

* 0 — numero de threads.

$ mapper.pl 02-Bowtie/all_cut_trim_unaligned__
RFAM.fastq -e -h -j -l 18 -m -p reference/susScr11
-s 02-Mapped/all_reads_collapsed.fa -t 02-Mapped/
all_reads_collapsed_vs_genome.arf -v -0 64 2>
‘02-Mapped/report.log |

#mover o arquivo de log do bowtie para a pasta
02-Mapped

$ mv bowtie.log 02-Mapped

A saida do mapper.pl sdo dois arquivos de log
com os detalhes do mapeamento, o arquivo arf para
a entrada no miRdeep2 e o arquivo com as reads
colapsadas no formato fasta.

all_reads_collapsed.fa
all_reads_collapsed vs_genome.arf

bowtie. log
report.log

Figura 10. Arquivos gerados pela execugdo do programa
mapper.pl.

Identificagcao e predicao dos
microRNAs — mirDeep2

Para iniciar a etapa de identificacdo e predi-
¢do dos microRNAs é necessario baixar alguns
arquivos do banco de dados mirBase. O site miR-
Base fornece ampla gama de informagdes sobre

microRNAs publicados, incluindo suas sequéncias,
precursores de biogénese, coordenadas do geno-
ma, referéncias bibliograficas, dados de expressao,
de sequenciamento e anotagdes. O banco de dados
do miRBase esta disponivel publicamente em http://
mirbase.org e para este manual foi utilizada a ver-
sa0 22.1.

Para baixar os arquivos “mature.fa” e “hairpin.fa”
dos microRNAs do site miRBase siga os comandos
abaixo:

$ mkdir mirbase

$ wget https://www.mirbase.org/download/mature.
fa -O mirbase/mature.fa

$ wget https://www.mirbase.org/download/hairpin.
fa -O mirbase/hairpin.fa

As sequéncias baixadas do banco de dados mir-
Base contém a base “U” (uracila) ao invés de “T” (ti-
mina). Use o programa “rna2dna.pl” para realizar a
conversao das bases conforme o comando abaixo:

$ rna2dna.pl mirbase/mature.fa > mirbase/mature.
dna.fa

$ rna2dna.pl mirbase/hairpin.fa > mirbase/hairpin.
dna.fa

Selecionar apenas as sequéncias de interesse
(sus scrofa - ssc).

O comando “grep” do Linux vai filtrar todas as
linhas nos arquivos “mature.dna.fa” e “ehairpin.dna.
fa” que contenham o padrao “ssc” e salvar a sequén-
cia fasta de cada read nos arquivos respectivos, “ex-
clusivos_ssc.mature.dna.fa” e “exclusivos_ssc.hair-
pin.dna.fa”. Para isso, use os seguintes parametros:

e grep “ssc” — filtra as linhas contendo o
padrao “ssc’.

* A1 — inclui a linha que corresponde ao
padrao e a linha seguinte (para capturar a
sequéncia completa no formato fasta).

* no-group-separator — nao adicione caracte-
res como separador de grupos.

* exclusivos_ssc.mature.dna.fa — arquivo de
saida com os microRNAs maduros.

e exclusivos_ssc.hairpin.dna.fa — arquivo de
saida com os precursores dos microRNAs.
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$ grep -A1 --no-group-separator “ssc” mirbase/
mature.dna.fa > mirbase/exclusivos_ssc.mature.
dna.fa

$ grep -A1 --no-group-separator “ssc” mirbase/
hairpin.dna.fa > mirbase/exclusivos_ssc.hairpin.
dna.fa

Crie uma pasta 03-microRNA.

$ mkdir 03-microRNA

Para executar o miRDeep2 e identificar microR-
NAs novos e conhecidos, execute os comandos
abaixo:

 all_reads_collapsed.fa — arquivo com se-
quéncias das reads mapeadas.

e susScr11.fa — arquivo fasta do genoma de
referéncia.

¢ all_reads_collapsed_vs_genome.arf —
arquivo de mapeamento das reads contra o
genoma.

¢ exclusivos_ssc.mature.dna.fa — microR-
NAs maduros exclusivos da espécie de
interesse identificados.

* none — como nao temos um arquivo de
outros miRNAs conhecidos relacionados,
deve-se colocar “none” nessa posigéo.

* exclusivos_ssc.hairpin.dna.fa — precurso-
res de microRNAs exclusivos da espécie de
interesse identificados.

¢ b — usa o valor minimo de cut-off para o
mirdeep?2 score.

* v — remove pastas e arquivos temporarios.

$ cd 03-microRNA

$ nohup miRDeep2.pl ../02-Mapped/all_reads_
collapsed.fa ../reference/susScr11.fa ../02-Mapped/
\aII_reads_collapsed_vs_genome.arf ../mirbase/ |
exclusivos_ssc.mature.dna.fa none ../mirbase/
exclusivos_ssc.hairpin.dna.fa -v -b 4 2> report.log

\& |

No nosso caso, como nao ha uma opgéo espe-
cifica disponivel para o genoma do suino no miRDe-
ep2, o parametro -t ndo foi utilizado.
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Serao gerados os arquivos:

* miRNAs_expressed_data_da_analise.csv.
» error_data_da_analise.log.

* result_data_da_analise.html.

» Pasta pdfs_data_da_analise.

» Pasta chamada mirna_results_data_da_anali-
se/ com o arquivo dos novos.

O mirDeep2 gera pdfs informativos sobre os
microRNAs.

A Figura 11 mostra um novo microRNA em su-
inos relatado pelo miRDeep2. No canto superior
esquerdo, o programa fornece o detalhamento da
pontuacdo miRDeep2 para o microRNA relatado,
juntamente com contagens de leitura para a sequ-
éncia madura, loop e star. No canto superior direi-
to, a figura mostra a estrutura secundaria predita
do hairpin do microRNA. A estrutura é codificada
por cores para representar as diferentes regides do
hairpin associadas a biogénese do microRNA, como
a regiao madura (vermelha), loop (amarela) e star
(azul). As linhas pontilhadas abaixo da sequéncia
do microRNA mostram as leituras alinhadas. Nucle-
otideos incompativeis sao apresentados em letras
maiusculas e o parametro “mm” indica o niumero de
incompatibilidades. Essas informacbdes combinadas
fornecem uma compreensdo abrangente do novo
microRNA.

O arquivo gerado com a extensao .html contém
as informagdes dos miRNAs preditos na analise
e pode ser aberto utilizando um navegador. Para
manter somente os miRNAs preditos confiaveis nos
resultados, a coluna que contém “no” para a infor-
macao de “randfold p-value” sera removida. Para
fazer isso, execute o0 comando abaixo:

awk -F\t" ‘/novel mi s predicted by miRDeep
{flag=1; next} flag && $0 == “’{exit} flag && $9 ==
“yes” result_*.csv | cut -f1 > novel_mirnas.txt

\
$ for i in $(cat novel _mirnas.txt); do grep -A1
--no-group-separator “*>$i$” mirna_results_*/

novel_mature_* na.fa; done > novel_mirnas.fa
L

Com a execucdo do comando acima, nosso
exemplo gerou um conjunto de 43 novos microR-
NAs preditos.
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Figura 11. Pdf gerado pelo mirDeep2 para predigdo de um novo microRNA em suinos.

Consideracoes finais

A analise bioinformatica de dados de sequen-
ciamento de microRNA é essencial para desvendar
0s complexos mecanismos de regulagédo genética e
entender seu papel em uma variedade de processos
biologicos. Ao seguir o fluxo de trabalho menciona-
do neste manual, os pesquisadores poderao identi-
ficar novos microRNAs que podem estar envolvidos
em vias bioldgicas e processos associados a sua re-
gulacdo. Essa analise pode fornecer insights valio-
sos, permitindo uma compreensao mais abrangente
dos sistemas bioldgicos, um melhor entendimento
das interagdes entre diferentes niveis de regulagéo
genética e um direcionamento mais aprimorado de
pesquisas futuras.
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