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No ultimo século, muitas informacdes a respeito da estrutura molecular
dos organismos vivos foram decifradas e, nas ultimas décadas, a
velocidade e facilidade de identificacdo dos constituintes moleculares

foi melhorada pelo sequenciamento do genoma de varios organismos,
de modo que muitos processos que ocorrem nas células foram
caracterizados (Bruggeman et al., 2007). Um dos importantes avancos
recentes da pesquisa bioldgica foi a descoberta de moléculas de RNA
versateis que regulam a expressao dos genes (Ghosh et al., 2007).

Tais moléculas, chamadas miRNA (microRNA), possuem em torno de

22 nucleotideos e sdao importantes reguladoras da expressao génica ao
nivel pds-transcricional (Sunkar & Jagadeeswaran, 2008). Geralmente, o
miRNA regula de modo negativo o produto de seu gene alvo (clivagem e
degradacao ou atenuacdo da traducdo), mas existem excecdes em que a
influéncia é positiva (Meyers et al., 2006).

Entender a origem e a estrutura dos genes miRNA é um importante fator
e serve como base para sua posterior predicdo. Mendes et al. (2009),
Ghosh et al. (2007) e Chen (2005) apresentam de modo detalhado a
biogénese das moléculas de miRNA: as proteinas que estao envolvidas
na transformacao do miRNA primario (pri-miRNA) em miRNA precursor
(pre-miRNA) no nucleo da célula, a passagem deste para o citoplasma,
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o processo de maturacdo do miRNA e sua ligacdo com o complexo

de silenciamento induzido por RNA (RNA-Induced Silencing Complex

— RISC) que, enfim, atua sobre o RNA mensageiro realizando papel
regulatério. A Fig. 1 mostra a estrutura de um pre-miRNA, destacando o
miRNA que serd formado ao fim do processo.

Fig. 1. Precursor de um
miRNA (pre-miRNA),

gerado no nucleo

miRNA

da célula e enviado

ao citoplasma pela

acao de proteinas

transportadoras.

Existem muitos problemas computacionais associados ao contexto dos
miRNAs. Os mais importantes e, também, aqueles que tém chamado
mais atencao sao a busca por genes miRNA e a predicao de seus alvos
(Mendes et al., 2009). Genes miRNA candidatos podem ser identificados
a partir do genoma e/ou de sequéncias EST através de procura pela
presenca de formacao de potenciais “hairpin” (pareamento de bases)
englobando a sequéncia pronta do miRNA existente na biblioteca
(Subramanian et al., 2008). As abordagens mais utilizadas para a busca
por genes miRNA em animais e plantas sdao as seguintes:

® Baseada em filtro: consiste na identificacdo de pequenos
conjuntos com alta qualidade de miRNA candidatos
conservados, 0s quais possuem boa chance de serem
confirmados biologicamente como miRNAs verdadeiros
(Mendes et al., 2009). A aplicacdo deste método é limitada
devido ao seu alto custo, consumo de tempo e aleatoriedade
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dos resultados (Zhang et al., 2005). A maioria dos miRNAs
conhecidos, porém, foram identificados com essa abordagem
(Meyers et al., 2006);

® Alvo centralizado: nova estratégia que beneficiou a criacao
de alguns pressupostos sobre a estrutura dos precursores de
miRNA, a fim de identificar miRNAs em larga escala (Mendes
et al., 2009).

® Baseada em homologia: miRNAs conservados entre espécies
podem ser encontrados com este método. Em plantas, porém,
a maioria dos genes miRNA nao sao conservados, o que limita
a utilizacado dessa abordagem (Zhang et al., 2005). Outro
fator negativo da busca baseada em homologia é que ela nao
identifica novos genes miRNA.

® Aprendizado de maquina: aplicados recentemente no
descobrimento de miRNA, métodos derivados de aprendizado
de maquina tém apresentado bons resultados (Yousef et al.,
2009). Basicamente, esta técnica necessita de um conjunto
de dados de miRNAs conhecidos para ser utilizado como
pardmetro de treinamento. Apds o treinamento, o conjunto
de teste formado por dados onde se deseja descobrir novos
miRNA é apresentado ao algoritmo e este estabelece os
provaveis miRNAs existentes. Em seguida, uma validacao
biolégica é necessaria para que os miRNAs identificados sejam
confirmados como miRNAs verdadeiros ou descartados.

Sabe-se que os genes miRNA afetam numerosos aspectos da biologia da
planta, especialmente seus padrdes de crescimento e desenvolvimento,

ou mesmo em mecanismos de defesa contra estresses biéticos e abidticos
(Jones-Rhoades et al., 2006). Uma vez identificado o gene miRNA, o passo
seguinte é saber qual a sua influéncia na expressao génica do organismo.
Em plantas, existe uma complementaridade quase perfeita entre os miRNAs
e seus alvos, o que facilita esta tarefa (Ghosh et al., 2007).
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Em contrapartida, Bentwich (2005) diz que a predicdo computacional
dos alvos de miRNAs apresenta-se como uma tarefa desafiadora,

devido a ndo existéncia de um grupo suficientemente grande de alvos
de miRNA conhecidos que possa ser utilizado como conjunto de
treinamento e também por conta da dificuldade de validacao, que é mais
complexa que a validacdao do miRNA.

Os objetivos gerais deste trabalho sao:

® |dentificar genes miRNA na soja, utilizando as abordagens
baseadas em homologia e aprendizado de maquina.

® Estabelecer o alvo dos miRNAs identificados (qual o seu papel
na regulacao da expressao génica).

Os objetivos especificos sao:

® Desenvolver um conjunto de algoritmos que possam ser
utilizados na deteccao de genes miRNA em plantas e predicao
de seus alvos.

® Testar, adaptar e otimizar no genoma da soja métodos
computacionais e seus algoritmos ja desenvolvidos para
predicao de miRNAs/precursores de plantas e seus alvos.

Durante a realizacao deste trabalho, a busca por homologia e o
aprendizado de maquina serdo utilizados a fim de identificar miRNA

na soja. Para o caso da busca por homologia, o genoma da soja sera
confrontado, utilizando algoritmos de pareamento, com dados de miRNA
existentes de outras espécies de plantas, obtidos em bancos de dados
publicos disponiveis na Internet. Nesse sentido, existe uma série de
algoritmos prontos que deverao ser utilizados.

O préximo passo serd utilizar técnicas de aprendizagem de maquina
com o objetivo de encontrar genes miRNAs ainda ndao descobertos e/
ou exclusivos na Soja. Durante essa etapa, pode-se utilizar algum
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conjunto de software ja existente ou entdo, como forma de tornar

a pesquisa mais flexivel, desenvolver novos algoritmos, utilizando
modelos estocasticos (como Cadeias Ocultas de Markov), Redes
Neurais Artificiais, Légica Fuzzy, técnicas de Computacdo Evolutiva ou
um modelo hibrido que combine as principais vantagens de cada um.
Novamente, dados de expressao serao obtidos em bancos de dados
publicos disponiveis para download na Internet.

Nao existem regras que possam ser aplicadas para distinguir
absolutamente precursores miRNAs de outras sequéncias (Johnson &
Sundaresan, 2007). Logo, o conjunto de candidatos obtidos nas etapas
anteriores serd analisado biologicamente, a fim de estabelecer quais
realmente sdo miRNAs.

Uma vez definido o conjunto final de miRNAs (validados biologicamente),
estes serdo estudados a fim de estabelecer seu papel no organismo, ou
seja, seus alvos regulatérios. Nesta etapa, pretende-se desenvolver um
método computacional novo, empregando alguma das técnicas citadas
no passo de busca de genes miRNA.

Finalmente, uma nova analise bioldgica devera ser realizada sobre os
alvos hipoteticamente controlados pelos miRNAs encontrados, com o
objetivo de validar ou ndo essas informacoes.

Todos os algoritmos desenvolvidos serdo analisados e aqueles que
necessitarem de alto poder computacional e possuirem caracteristicas
de natureza paralela, serdo escritos desse modo e executados em um
aglomerado (cluster) de computadores que, por sua vez, serd construido
utilizando as estacdes de trabalho disponiveis no laboratério de
bioinformatica da Embrapa Soja.
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