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Resumo 

MicroRNAs (miRNAs) são uma classe de pequenos RNAs não-codificantes 

descobertos em 1993. Estas sequências se originam de um RNA precursor 

endógeno, que é processado em um pequeno RNA cujo tamanho varia de 20 a 24 

nucleotídeos. Os miRNAs são conservados em eucariotos e possuem importante 

função na regulação gênica. Apesar da sua importância e da conservação das 

sequências de miRNAs entre espécies, pouco se sabe se outras características 

que definem os miRNAs são também conservadas, uma vez que não há estudos 

de tais aspectos. Para responder a essa questão, foram geradas bibliotecas de 

pequenos RNAs derivadas de três insetos da ordem Diptera cuja distância 

evolutiva é de aproximadamente 250 milhões de anos. As bibliotecas foram 

sequenciadas e analisadas sendo os miRNAs de cada espécie avaliados não só 

quanto à conservação de sequência, mas também com relação ao perfil de 

tamanho, homogeneidade da região 5’, origem genômica, origem no precursor, e 

preferência de base. De modo geral, houve grande conservação de miRNAs entre 

as três espécies não só em termo de suas sequências, mas também de todas as 

demais características avaliadas. Todavia, analisando os miRNAs que foram 

encontrados em somente uma espécie, foi observada maior divergência dos 

padrões característicos dos miRNAs. Os miRNAs conservados surgiram há mais 

tempo e, portanto, já sofreram seleção natural. Em contraste, os miRNA espécie-

específicos seriam os mais recentes e por isso ainda não teriam sido 

selecionados. Assim, esses resultados sugerem que a pressão evolutiva sofrida 

pelos miRNAs é refletida não somente na sua sequência, mas também em outras 

características intrínsecas provavelmente ligadas à sua estrutura geral que 

determina como será sua biogênese.  

 

Palavras-chave: miRNAs, sequenciamento, insetos. 
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Abstract 

MicroRNAs (miRNAs) are a small non-coding RNA class discovered in 1993. 

These sequences originate from the endogenous precursors, which are processed 

into small RNAs ranging size from 20 to 24 nt. MiRNAs are conserved in 

eukaryotes and they are important gene regulators. Despite their importance and 

the sequence conservation among species, other miRNAs features conservation 

remains unclear, since there are no studies of such aspects. To answer this 

question, we generated small RNAs libraries – derived from three dipteran insects 

whose evolutionary distance is approximately 250 million years ago. The libraries 

were sequenced and the miRNAs of each organism were analyzed according to 

species conservation, sequence, size profile, 5' homogeneity, genomic origin, 

precursor origin, and preferably base. Overall, it was observed high conservation 

of miRNAs between the three dipteran insects not only in terms of their 

sequences, but also in terms of all the other features. However, when we analyzed 

miRNAs that were found in only one specie, it was observed a higher divergence 

of miRNAs patterns than observed in conserved miRNAs. These observations can 

be explained by the time of miRNAs evolution. Conserved miRNAs are 

evolutionarily older than non-conserved miRNAs and they have been naturally 

selected. In contrast, the miRNA-specific species were the most recent and 

therefore have not been selected. Thus, these results suggest that the 

evolutionary pressure suffered by miRNAs is reflected not only in their sequence, 

but also in other intrinsic characteristics probably linked to its overall structure that 

determines how it is their biogenesis. 

 

 

Keywords: miRNAs, sequencing, insects 
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1. Introdução 

1.1 Aspectos históricos 

Os miRNAs fazem parte de uma família de pequenos RNAs, chamados de 

RNAs de interferência (RNAi). Nesta classe destacam-se 3 grupos (TABELA 1): os 

pequenos RNAs de interferência (siRNAs), os miRNAs, e os piwiRNAs (piRNAs). 

Destas, as duas primeiras possuem em comum a regulação transcricional por 

pequenos RNAs, enquanto a família dos piRNAs está relacionada principalmente 

com a regulação negativa de elementos transponíveis em células germinativas 

(Revisado por Chu e Rana, 2007; Revisado por Kim et al., 2009; Revisado por Ha 

e Kim, 2014). Em comum estas vias possuem seu mecanismo associado às 

proteínas da família Argonauta (Ago), que serão discutidas mais detalhadamente 

à frente, com foco principal na atuação dos miRNAs, objetivo deste trabalho.  

 

 

Tabela 1: Principais características dos componentes das vias de RNAi no organismo 
modelo D. melanogaster. 

Característica miRNA siRNA piRNA 

Tamanho ~22 nt ~21 nt 24~29 nt 

Origem do pequeno 
RNA Fita simples de RNA Fita dupla de RNA Fita simples de RNA 

Enzimas de 
processamento Drosha e Dicer-1 Dicer-2 Zucchini 

Proteínas Argonauta Argonauta-1 Argonauta-2 Aubergine e Piwi 

Mecanismo de ação 
Inibição da tradução; 
Clivagem do mRNA 

alvo 

Clivagem do RNA 
alvo 

Clivagem do RNA 
alvo 

Função 
Regulação de genes 

codificadores de 
proteínas 

- Regulação de genes  
codificadores de 

proteínas; 
- Defesa antiviral 

- Regulação de 
elementos 

transponíveis; 
- Defesa antiviral  

Adaptado de Ha e Kim (2014). 

 

 

MicroRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs endógenos, fita simples, não 

codificantes (ncRNAs), de aproximadamente 20 a 24 nucleotídeos (nt), cuja 

função é relacionada à regulação pós-transcricional de RNAs mensageiros 

(mRNAs) mediante complementariedade de sequência do tipo Watson-Crick (Lee 

et al., 1993; Wightman et al., 1993; Reinhart et al., 2000; Lai, 2002; Ambros et al., 

2003; Bartel, 2004a; Kim, 2005; Kim e Nam, 2006; Bartel, 2009; Lucas e Raikhel, 

2013; Ha e Kim, 2014). 
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Os dois primeiros miRNAs descobertos foram descritos no verme 

Caenorhabditis elegans, e foram chamados lin-4 e let-7 (Lee et al., 1993; Reinhart 

et al., 2000). Sua descoberta deu-se através de estudos do controle temporal do 

desenvolvimento das larvas desse verme e acreditava-se que os miRNAs 

estariam envolvidos somente nesse processo. Foram então chamados de 

pequenos RNAs temporais (stRNAs), não sendo creditado a eles reconhecimento 

como extensa classe de moléculas reguladoras. No entanto, trabalhos posteriores 

mostraram sua abundância em número, conservação entre espécies e, pela 

descoberta de novas sequências com aproximadamente 22 nt, passaram a ser 

chamados miRNAs (Pasquinelli et al., 2000; Lagos-Quintana et al., 2001b; Lau et 

al., 2001; Lee e Ambros, 2001; Lagos-Quintana, 2003). Atualmente sabe-se, 

inclusive, que alguns vírus podem codificar miRNAs (Who; Skalsky e Cullen, 

2010; Grundhoff e Sullivan, 2011). 

Com o avanço dos estudos na área, os miRNAs tiveram sua importância 

reconhecida nos mais diversos processos biológicos, tais como: proliferação 

celular (Brennecke et al., 2003); desenvolvimento do padrão neuronal (Johnston e 

Hobert, 2003); metabolismo (Barrio et al., 2014); imunidade (Liu et al., 2015), 

dentre outros. Como exemplos, podemos citar o primeiro miRNA descrito no 

organismo modelo Drosophila melanogaster, miR-14 – que apresenta função 

regulatória de um ativador de morte celular, e quando suprimido ocasiona redução 

na sobrevivência dessas moscas – que deu início a inúmeras publicações que 

contribuíram enormemente para o entendimento desta via neste e em diversos 

outros organismos (Xu et al., 2003). Em C. elegans, foi mostrado posteriormente 

que alterações na disponibilidade de alguns miRNAs possuem impacto também 

na sobrevivência durante estágios específicos do desenvolvimento (Biemar et al., 

2005; Zhang et al., 2011). 

Os miRNAs possuem como principal função o silenciamento gênico, uma 

vez que são capazes de levar à diminuição da expressão de um gene ou conjunto 

de genes. Porém, foi demonstrado que existem miRNAs capazes de regular 

positivamente a expressão de seus alvos (Place et al., 2008; Valinezhad Orang et 

al., 2014). Além disso, alterações nos níveis de alguns miRNAs foram associadas 

a patologias, evidenciando a importância do papel por eles desempenhado 

(Croce, 2009; Schonrock et al., 2010; Alvarez-Erviti et al., 2013).  
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1.2 Biogênese dos miRNAs 

1.2.1 Transcrição 

O processo de biogênese dos miRNAs (FIGURA 1) inicia-se com sua 

transcrição pela RNA polimerase II (RNA Pol II)! e consequente formação da 

sequência primária (pri-miRNA), cujo tamanho pode ser superior a 1 kb (Lee et 

al., 2004). Esta sequência sofre adição de um grupo 7-metilguanosina (m7G) à 

extremidade 5’ e a adição da cauda de poli-adeninas na extremidade 3’, de 

maneira semelhante ao processamento dos mRNAs celulares (Cai et al., 2004). 

 
Figura 1: Via canônica de miRNAs em insetos. A via clássica de biogênese do miRNA começa 
com a transcrição pela RNA Pol II e clivagem do pri-miRNA, ainda no núcleo, pelo complexo 
microprocessador (constituído pelas enzimas Drosha e Pasha) gerando o grampo conhecido como 
pre-miRNA que será então exportado ao citosol através da proteína exportina 5. Uma vez no 
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citoplasma, ocorre clivagem do pre-miRNA pelo complexo Dicer-1/Loqs-PB a fim de gerar o duplex 
que será carregado na proteína Ago1. A seguir, apenas uma das fitas permanece associada a 
Ago1, formando o complexo miRISC maduro, o qual atuará na regulação do mRNA alvo. RNA Pol 
II: RNA Polimerase II; Exp5: Exportina 5; Ran: Proteína nuclear relativa a RAs; Dcr-1: Dicer-1; 
Loqs-PB: Loquacious – isoforma PB; miRISC: Complexo de Silenciamento Induzido por miRNA; 
miRNA*: miRNA estrela ou fita passageira. 

 

Os pri-miRNAs podem ser codificados a partir de regiões intergênicas, 

exônicas ou mesmo de a partir de regiões intrônicas (Kim e Kim, 2007; Hinske et 

al., 2010; Isik et al., 2010; Slezak-Prochazka et al., 2013; Ramalingam et al., 

2014). Atualmente são descritas pelo menos 5 origens genômicas de um miRNA 

(FIGURA 2), a saber: a) transcritos independentes; b) dispostos em grupo; c) 

intrônicos; d) miRtrons convencionais; e e) miRNAs com prolongamentos na 

extremidade 3’.  

!
Figura 2: Origens genômicas de miRNAs. A figura indica 5 origens genômicas de miRNAs. Os 
pri-miRNAs sofrem adição de 7-metilguanosina (cap) na extremidade 5’ e de poli-adeninas na 
extremidade 3’. O pre-miRNA é gerado a partir da clivagem pela enzima Drosha ou pela 
maquinaria de spliceossomo celular. a) miRNA de origem independente no genoma, o qual 
apresenta sequências de início de transcrição próprias; b) miRNAs dispostos em grupo são 
transcritos em conjunto pela RNA polimerase II; c) miRNAs intrônicos são clivados pela Drosha; d) 
miRtrons convencionais apresentam suas extremidades 5’ e 3’ dispostas no sítio de clivagem pela 
maquinaria de spliceossomo celular; e) miRNAs que apresentam prolongamentos da extremidade 
3’ são clivados e têm sua extremidade 3’ novamente processada para a geração do pre-miRNA.  
Adaptado de  Berezikov (2011). 
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1.2.2 Maturação 

A principal característica dos pri-miRNAs baseia-se na estrutura secundária 

gerada pelo transcrito de RNA, que forma alças através do pareamento interno de 

suas bases (FIGURA 1). Uma vez transcrito e enovelado, ainda no núcleo, o pri-

miRNA é reconhecido pela enzima Drosha, uma endonuclease do tipo III, através 

de características de sua estrutura secundária como: tamanho do laço terminal do 

grampo (loop); tamanho da haste do grampo; e tamanho da fita dupla (duplex) 

(Conesa et al., 2005; Auyeung et al., 2013). Após o reconhecimento, a Drosha 

associa-se à proteína Pasha, também no núcleo, e cliva ambas as fitas do pri-

miRNA próximo à base de seu grampo (Tomari e Zamore, 2005). 

A sequência do grampo liberado contém aproximadamente 70 nt de 

extensão (FIGURA 1), com um grupo fosfato livre em sua extremidade 5’ e um 

grupo hidroxila livre na extremidade 3’. Além disso, sua extremidade 3’ 

geralmente apresenta 2 nt não pareados, comumente chamados nucleotídeos 3’ 

overhang (Lee et al., 2003; Tomari e Zamore, 2005; Zeng et al., 2005). Cabe 

ressaltar que esta é uma característica inerente ao processamento por 

endonucleases (Nicholson, 1999).  

Ao grampo de miRNA, produto da clivagem pelo complexo proteico 

formado pela Drosha e Pasha, dá-se o nome de miRNA precursor (pre-miRNA) 

(FIGURA 1). Este é então exportado ativamente ao citosol pela proteína Exportina 

5 (Exp5), que requer a hidrólise de guanosina trifosfato (GTP) e possui a proteína 

Ran como cofator (Yi et al., 2003; Bohnsack, 2004; Lund et al., 2004). A Exp5 

reconhece os nucleotídeos não pareados da extremidade 3’ do grampo e parece 

atuar também protegendo o pre-miRNA contra degradação (Lund et al., 2004; 

Zeng e Cullen, 2004). 

Uma exceção à geração canônica dos miRNAs é vista na classe dos 

miRtrons (FIGURA 2E), que não passam pela etapa de processamento da Drosha 

(Okamura et al., 2007; Ruby et al., 2007). Os miRtrons localizam-se em íntrons de 

regiões codificadoras de proteínas mas diferem de miRNAs canônicos de origem 

intrônica, uma vez que suas porções terminais coincidem com as junções de 

splicing clivadas pela maquinaria do spliceossomo celular, não sendo necessária 

ação da Drosha. No entanto, de modo semelhante ao descrito para miRNAs 
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canônicos, os pre-miRNA derivados dos miRtrons são exportados ao citosol pela 

Exp5. 

Uma vez no citoplasma, o pre-miRNA é clivado por outra RNase do tipo III, 

conhecida como Dicer-1 (Dcr-1) (Grishok et al., 2001; Hutvágner et al., 2001). 

Essa enzima foi caracterizada primeiramente no organismo modelo Drosophila 

melanogaster (Bernstein et al., 2001). De modo análogo à clivagem pelo 

complexo Drosha/Pasha, a clivagem pela Dcr-1 também resulta em extremidade 

5’ fosfato livre e extremidade 3’ hidroxila livre dotada de 2 nt não pareados. A Dcr-

1 possui dois domínios helicase e um domínio PAZ, que reconhecem o tamanho 

do laço terminal, e sua distância até a extremidade 3’ da haste do pre-miRNA – 

características determinantes para clivar a dupla fita através dos domínios RNase 

que estão à distâncias fixas da extremidade 3’ não pareada (Tsutsumi et al., 

2011). Além disso, essa enzima parece discriminar as sequências do pre-miRNA 

a fim de selecionar o sítio de clivagem, evitando por exemplo, o corte em posições 

que produzam miRNAs com o nucleotídeo guanina (G) na extremidade 5’ 

(Starega-Roslan et al., 2015a). 

Ao final da etapa de clivagem pela Dcr-1, o grampo deixa de apresentar o 

laço, tornando-se apenas uma dupla fita (duplex) transiente de RNA (FIGURA 1). 

Este duplex é então carregado na proteína Argonauta-1 (Ago1), e após a seleção 

de uma das fitas, com consequente descarte da fita complementar, promove a 

regulação dos seus genes-alvo (Okamura et al., 2004). O duplex do miRNA é 

composto pelo miRNA maduro, carregado e selecionado pela proteína Ago1, e 

pela sua fita complementar, que é descartada pela Ago1. Originalmente, a fita 

complementar era conhecida por miRNA* (lê-se miRNA “estrela”), no entanto esta 

nomenclatura tem sido substituída, uma vez que ambas as fitas de um mesmo 

duplex podem ser capazes de gerar miRNAs maduros através da variação da 

escolha pela Ago1 que pode variar segundo tecido ou estágio celular (Lagos-

Quintana et al., 2001a; Lee et al., 2002; Biemar et al., 2005). 

A capacidade de geração de miRNAs maduros pela Dcr-1 e seu 

carregamento na Ago1 em D. melanogaster é afetada pela ausência de uma 

proteína acessória chamada Loquacious (Loqs) cuja isoforma envolvida nesse 

processo é conhecida como PB (Forstemann et al., 2005; Jiang et al., 2005; Saito 

et al., 2005). Esta descoberta deu-se a partir da observação de que na via de 

siRNAs há também a necessidade de uma proteína acessória à Dcr-2, chamada 
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R2D2, para o carregamento do pequeno RNA na proteína Ago2 (Liu et al., 2006). 

Como as vias são semelhantes em funcionamento e mecanismo, Saito e 

colaboradores, bem como Jiang e colaboradores, investigaram e observaram a 

associação da proteína Loqs-PB com Dcr-1 em moscas.  

1.2.3 Carregamento 

O número de proteínas da família Argonauta varia entre as espécies 

(Hutvagner e Simard, 2008). Em D. melanogaster, por exemplo, foram 

identificadas 5 proteínas tipo Argonauta, as quais são divididas em dois 

subclados: Ago e Piwi. No subclado Ago, encontram-se Ago1 e Ago2, as quais 

foram originalmente descritas na participação das vias de miRNA e siRNA, 

respectivamente. Em mamíferos e outros organismos, a biogênese de miRNAs 

ocorre de forma semelhante ao que ocorre em D. melanogaster, uma vez que a 

via de miRNAs é altamente conservada em eucariotos (Berezikov, 2011). No 

entanto, existem algumas particularidades referentes às proteínas envolvidas 

neste processo. Uma dessas particularidades refere-se ao fato que, de modo 

distinto ao encontrado em insetos, em mamíferos há 4 proteínas Ago, e parece 

não haver preferência pelo direcionamento dos miRNAs especificamente para 

cada uma delas, o que sugere haver redundância funcional dessas proteínas (Su 

et al., 2009). 

Ainda com relação à redundância funcional das proteínas Argonautas, em 

insetos, estudos demonstraram que em casos específicos a escolha do 

carregamento de alguns duplexes de siRNA ou de miRNA na Ago1 ou Ago2 

podem ser intercambiáveis e são influenciados por suas características estruturais 

(Doerks et al., 2002; Okamura et al., 2004; Forstemann et al., 2007; Tomari et al., 

2007; Okamura et al., 2009). Somado a isso, após a escolha do miRNA maduro 

pela Ago1, a fita complementar descartada pode não ser rapidamente degradada 

e associar-se a Ago2, modulando mRNAs complementares (Forstemann et al., 

2007; Czech et al., 2009; Okamura et al., 2009; Ghildiyal et al., 2010). No entanto, 

vale ressaltar que estes casos constituem exceções à regra e parece ocorrer 

discriminação entre as vias de miRNA e siRNA nesses organismos. 

Como regra geral, a existência de nucleotídeos não pareados no duplex de 

RNA ocasiona a preferência da Ago1 por esses substratos (Pratt, A. J. e Macrae, 
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I. J., 2009). De fato, a extremidade 5’ do pre-miRNA escolhido pela Ago1 

apresenta maior instabilidade, decorrente dos nucleotídeos não pareados. Essa 

instabilidade é visualizada através dos maiores valores de energia livre (MFE) 

(Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003; Kawamata et al., 2009). É importante 

mencionar que a Ago1 também apresenta preferência pelo nucleotídeo uracila na 

primeira posição da sequência a ser carregada (Hu et al., 2009; Okamura et al., 

2009; Ghildiyal et al., 2010; Seitz et al., 2011; Wang, 2013). Estudos reportam que 

pre-miRNAs, em geral, possuem menores valores de MFE que sequências 

randômicas, o que lhes é conferido pelo tipo de suas ligações nucleotídicas 

(Bonnet et al., 2004). De modo simples, os valores de MFE são inversamente 

proporcionais à estabilidade da molécula. Desse modo, a maior instabilidade 

observada na extremidade 5’ da fita escolhida como miRNA maduro apresenta 

valores de MFE ligeiramente maiores que outras regiões do duplex. Isso ocorre 

tanto em insetos, quanto em vermes e mamíferos (Khvorova et al., 2003). Em 

suma, cabe à proteína Argonauta a escolha da fita madura, sendo importante 

destacar que dado à estabilidade, nem todos os precursores geram miRNAs 

maduros de ambas as fitas do duplex do miRNA. 

O complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) constitui o efetor da 

regulação gênica promovida pelos pequenos RNAs (FIGURA 1). A associação do 

pequeno RNA à uma proteína da família Argonauta é suficiente para formar o 

complexo RISC e promover regulação dos alvos, embora possa haver a 

participação de outras proteínas (Rivas et al., 2005; Hutvagner e Simard, 2008; 

Pratt, A. J. e Macrae, I. J., 2009). Como existem proteínas tipo Argonauta 

específicas para cada uma das vias de RNAi em insetos, foram nomeados então 

complexos RISC específicos: o miRISC, possui como principal componente a 

Ago1 (via de miRNA); o siRISC, cujo principal componente é a Ago2 (via de 

siRNA); e piRISC, composto pela proteína Aubergine ou pela proteína Piwi (via de 

piRNA). 

1.3 Mecanismos de regulação do alvo 

Os miRNAs atuam através do pareamento do tipo Watson-Crick com 

RNAs-alvo. Como apresentado na FIGURA 1, essa complementariedade não 

precisa ser total, podendo apresentar nucleotídeos não pareados, também 

chamados de mismatches ou “bolhas”. A regulação do alvo, no entanto, depende 
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do reconhecimento e da complementariedade entre os nucleotídeos 2 a 7 da 

extremidade 5’ do miRNA, os quais são conhecidos como semente ou seed!
(Wightman et al., 1991; Wightman et al., 1993; Nicholson, 1999; Lai, 2002; 

Brennecke et al., 2005). Os miRNAs que apresentam a região da seed com 

sequência conservada e derivam de um ancestral comum são agrupados em 

famílias, podendo haver variação dos demais nucleotídeos de sua sequência 

(Griffiths-Jones, 2003; Kozomara e Griffiths-Jones, 2011; Tehler et al., 2011; 

Marco, Hooks, et al., 2012). Além disso, miRNAs de uma mesma família tendem a 

regular RNAs alvos em comum, discutido mais detalhadamente à frente. 

A complementariedade à seed é crucial para regulação dos alvos (FIGURA 

3), e mutações nessa região ocasionam perda de função do miRNA (Okamura et 

al., 2009). Todavia, existem ainda outros nucleotídeos no miRNA que podem 

potencializar sua atuação como através do pareamento de um maior número de 

bases da sua extremidade 3’ ao RNA alvo (FIGURA 3F) (Brennecke et al., 2005; 

Grimson et al., 2007; Nielsen et al., 2007; Bartel, 2009). Além disso, utilizando a 

estratégia de pareamento de nucleotídeos da região 3’ do miRNA, sítios-alvo 

podem compensar possíveis nucleotídeos não pareados na seed (FIGURA 3G), 

possibilitando a ação do miRNA (Grimson et al., 2007; Revisado por: Bartel, 

2009). 
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Figura 3: Representação dos tipos de sítios-alvo de miRNAs. (A-C) Os sítios canônicos 
compreendem regiões complementares à seed e que apresentam o nucleotídeo adenina (A) na 
primeira posição do alvo, ou complementariedade também do 8° nt, ou ambos. (D-E) Sítios 
marginais são heptâmeros que apresentam eficácia reduzida e apresentam conservação “por 
chance” mais frequentemente que demais sítios. (F-G) Sítios atípicos, por outro lado, apresentam 
complementariedade também na região 3’. (H) Número de sítios conservados em mamíferos. Para 
cada porção, são indicados (em laranja) a fração dos sítios 3’ complementares. Na porção 
correspondente aos heptâmeros (7mer) não são consideradas sequências pertencentes à porção 
de octâmeros (8mer). O mesmo se aplica aos hexâmeros (6mer). Adaptado de Bartel (2009). 

 

A maioria dos miRNAs descritos possui complementariedade à região 

3’UTR (região não-traduzida) dos mRNAs (Lai, 2002). Além disso, alguns 

trabalhos sugerem a ocorrência de interação entre miRNAs e a região 5’UTR de 

mRNAs, como é o caso de miR-346 e miR-10a em camundongos (Orom et al., 

2008; Tsai et al., 2009).  

Diferentemente da via de siRNA, a via de miRNA tende a silenciar o RNA 

mensageiro através da repressão da sua tradução, ou através da degradação do 

mRNA sem, no entanto, promover a clivagem direta do mRNA. O controle de 

tradução foi primeiramente postulado a partir da observação de que o miRNA lin-4 

reduziu os níveis da proteína lin-14 sem alterar a quantidade do mRNA 

correspondente (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). O mecanismo envolvido 
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nesse processo foi proposto em células de mamíferos, e apesar de não ter sido 

completamente elucidado, parece ser dependente da ligação da Agonauta ao cap 

de metilguanosina do mRNA (m7G), impedindo sua tradução (Kiriakidou et al., 

2007). 

Além do mecanismo de silenciamento pela repressão da tradução, o 

complexo miRISC pode ocasionar o recrutamento de deadenilases e consequente 

degradação do mRNA pelos mecanismos celulares convencionais de reciclagem 

de mRNAs, num processo dependente de ATP e da proteína GW182 em 

mamíferos (Eulalio et al., 2008; Iwasaki et al., 2009; Pratt, A. J.  e Macrae, I. J., 

2009). Em casos onde há extensa complementariedade da sequência do miRNA 

com a sequência do mRNA alvo é possível que haja clivagem direta do mRNA 

pela Ago1, também levando o mRNA à degradação por mecanismos celulares 

convencionais (Valencia-Sanchez et al., 2006).  

Embora haja inúmeros estudos relativos ao silenciamento de alvos por 

miRNAs, algumas dessas moléculas parecem aumentar a transcrição de genes 

alvos, como o Ccnb1 – cuja expressão é aumentada na presença de miR-744 e 

miR-1186 em células de camundongos (Huang et al., 2012). Nesse modelo, 

ambos os miRNAs associados à Ago1 parecem se ligar a regiões próximas ao 

sítio de início de transcrição (TSS), no qual a Ago1 se liga e promove aumento da 

transcrição pela RNA Pol II e modificações na cromatina, como a metilação da 

lisina K4 da histona H3 (H3K4me1). Outro trabalho interessante demonstra a 

capacidade de miRNAs específicos ativarem ou reprimirem alvos dependendo do 

estágio do ciclo celular em que a célula se encontra (Vasudevan et al., 2007). Os 

autores propõem que, em seu modelo de estudos, o mecanismo de repressão por 

miRNAs é uma propriedade de células que estão se proliferando, e os mesmos 

miRNAs inibem a tradução em células no estágio quiescente (G0) do ciclo celular. 

Estes aspectos da regulação de alvos pela via de miRNA demonstra sua 

importância, complexidade, e revela seu potencial como um vasto campo de 

estudos nas mais diversas áreas da biologia. 

!  
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1.4 Nomenclatura 

A nomenclatura dos miRNAs segue a sistematização definida por Ambros 

(2003), atualmente mantida pelo banco de dados miRBase (Ambros, 2003; 

Griffiths-Jones, 2003; 2004; Griffiths-Jones et al., 2006; Griffiths-Jones et al., 

2008; Kozomara e Griffiths-Jones, 2011; 2014). Esta nomenclatura é dada 

segundo o organismo e origem do miRNA no precursor. Como esta 

sistematização ocorreu após a identificação de alguns miRNAs, tais como let-7 e 

lin-4 – descobertos em 1993 e 2000 respectivamente, isto justifica a existência de 

miRNAs derivados de animais que não seguem estas regras. Além disso, casos 

específicos não foram considerados, como a existência de miRNAs-espelho 

(miRors) que derivam da transcrição bidirecional do seu locus gênico (Tyler et al., 

2008; Scott et al., 2012). Por isso, recentemente alguns pesquisadores 

propuseram sua revisão (Desvignes et al., 2015). Entretanto, até o momento não 

houve manifestação da comunidade científica para uma nova normatização da 

nomenclatura dos miRNAs. 

Os miRNAs recebem um acrônimo de três letras referente ao organismo do 

qual derivam (por exemplo: dme, para sequências derivadas de D. melanogaster; 

hsa, para sequências de Homo sapiens; e mmu, para sequências derivadas de 

Mus musculus), seguido de hífen (-), e as informações mir ou miR – para 

precursor e sequência madura respectivamente –, seguido de novo hífen, e a 

numeração da sequência na ordem que foram depositados no miRBase, ou de 

acordo com ortólogos em outros organismos. Tratando-se de miRNAs maduros, 

os sufixos -5p ou -3p são atribuídos de acordo com a origem do miRNA a partir de 

seu precursor (por exemplo: dme-miR-1-5p). Além disso, neste trabalho foi 

utilizada a nomenclatura “miRNA” para designar a sequência madura, e “mirna” 

para designar seu precursor. Cabe ressaltar que a adição dos sufixos -5p e -3p só 

foi incorporada ao nome dos miRNAs a partir da versão 17 do miRBase. 

A FIGURA 4 representa esquematicamente a estrutura de um pri-miRNA, 

sendo explicitados os sítios de clivagem das enzimas Drosha e Dicer, e em cores 

a representação dos braços que originam os miRNAs. As sequências derivadas 

da extremidade 5’ do pri-miRNA recebem o sufixo -5p, e as sequências derivadas 

da extremidade 3’ recebem o sufixo -3p.  
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Figura 4: Esquema de um miRNA primário (pri-miRNA) de transcrição independente. São 
representadas esquematicamente a estrutura de um pri-miRNA, os sítios de clivagem das enzimas 
Drosha e Dicer; a haste, o laço e as bolhas internas do grampo que permanecem após o corte 
feito pela Drosha e conferem maior instabilidade ao miRNA nas posições específicas em que se 
encontram. Em azul: miRNA derivado da extremidade 5’ do precursor; Em vermelho: miRNA 
derivado da extremidade 3’ do precursor; m7G: 7-metilguanosina ou cap; SB: Segmento Basal; H: 
Haste.  

 

Cópias idênticas de um mesmo miRNA que apresente origem de diferentes 

loci gênicos num mesmo organismo recebem as numerações -1, -2 

sucessivamente, antes dos sufixos 5p ou 3p (por exemplo: dme-miR-6-1-3p). 

Cópias que apresentam 1 ou 2 nucleotídeos não pareados fora da região da seed, 

recebem as letras do alfabeto latino a, b, c sucessivamente, logo após o número 

da sequência (por exemplo: dme-miR-92a-3p). Nomenclatura semelhante é 

adotada para precursores, não havendo apenas os sufixos 5p e 3p mencionados. 

1.6 Evolução da via de miRNAs 

Um aspecto interessante acerca da via de miRNAs reside na sua 

conservação entre diferentes espécies, a qual começou a ser verificada através 

dos estudos do let-7, ainda nos anos 2000 (Pasquinelli et al., 2000). Pasquinelli e 

colaboradores apresentaram a conservação de sequências deste miRNA em H. 

sapiens, D. melanogaster, Danio rerio (zebrafish) e C. elegans. A partir desse 

trabalho, foi observada a existência de inúmeros miRNAs ortólogos como 

exemplos observado entre vermes e humanos, os quais distam em 

aproximadamente 600 milhões de anos (Lim et al., 2003). De fato, há indícios da 

presença de miRNAs até nos ramos mais basais da evolução dos metazoários 

(Berezikov et al., 2011). O miR-100 é conservado evolutivamente em 
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eumetazoários, e em bilatérios parece ter havido grande expansão das 

sequências de miRNAs (Hertel e Stadler, 2006; Grimson et al., 2008 {Hertel, 2006 

#60). Em vertebrados, parece ter ocorrido nova expansão dos miRNAs, e a perda 

destas sequências parece ser incomum nas linhagens descendentes (Berezikov, 

2011). Uma visão simplificada da evolução do número de miRNAs é mostrada na 

FIGURA 5. 
 

 
 
Figura 5: Evolução simplificada das vias de miRNA. O número de miRNAs reflete a 
complexidade do organismo. A via de miRNAs existe desde ramos mais basais de metazoários e 
sofreu grande expansão em vertebrados. Adaptado de Berezikov (2011). 

 

Estima-se que, em média, cerca de 0,5 a 1% dos genes de um organismo 

codificam para miRNAs (Bartel, 2004a). As famílias de miRNAs apresentam alta 

homologia entre si, seed idêntica e um ancestral comum (Griffiths-Jones, 2003; 

Berezikov, 2011). Estas famílias possuem altos níveis de conservação entre 

diferentes organismos e entre os miRNAs membros da mesma família. Além 

disso, algumas delas são encontradas ubiquamente com altas taxas de identidade 

na totalidade de suas sequências, como exemplificado pela família do miRNA let-
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7 (FIGURA 6) – encontrada desde artrópodes até vertebrados (Lee et al., 2007). É 

possível observar também, que miRNAs como o miR-98 surgiram recentemente 

na evolução, uma vez que são encontrados apenas na classe Mammalia. A 

ausência desse miRNA em organismos mais basais na escala evolutiva pode ser 

explicada de duas formas: a) houve duplicação gênica seguida de diferenciação 

do miRNA; ou b) o miRNA ainda não foi encontrado nos demais organismos por 

limitações técnicas. Essas explicações baseiam-se na premissa de que a perda 

de um miRNA que existiu no ancestral de uma espécie é um evento raro, embora 

existam trabalhos que critiquem essa ideia, sugerindo que a evolução da via de 

miRNAs é mais complexa que os métodos de parcimônia possam explicar 

(Thomson et al., 2014). 
 

 
 
Figura 6: Conservação da família de miRNAs let-7 em diferentes clados. O número de 
sequências encontrado em cada espécie, até 2007 (quando o trabalho foi publicado), varia de 1 a 
11 (números entre parênteses). A família let-7 é encontrada em diferentes metazoários – desde 
artrópodes até vertebrados e o grau de conservação é alto entre todos os membros desta família. 
Adaptado de: Lee et al. (2007). 

 

Recentemente, Thomson e colaboradores avaliaram os métodos de 

parcimônia empregados nas análises evolutivas de miRNAs, os quais se baseiam 

apenas na presença/ausência das famílias de miRNAs nos organismos, e 

sugeriram o emprego de análise bayesiana. Esses pesquisadores encontraram 
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diferenças significativas nas árvores filogenéticas propostas em outros estudos. 

Além disso, como mencionado por eles, a ausência de um miRNA por si não 

indica sua inexistência na espécie, mas pode estar relacionada a erros de 

amostragem. Por isso, o desenvolvimento de metodologias que permitam 

suplantar possíveis fontes de erros (como o estado de montagem e anotação do 

genoma) faz-se necessário. 

Quanto às proteínas da via, estas apresentam alto nível de conservação de 

sequências entre eucariotos (Shabalina e Koonin, 2008). A fusão entre proteínas 

que possuem domínio helicase e domínio RNase – observada nas proteínas 

Drosha e Dicer –, é uma sinapomorfia de eucariotos. De fato, a maquinaria da via 

de miRNA destes organismos parece ter sido originada a partir de proteínas de 

arqueas, bactérias e fagos, permitindo a transição entre a dependência de 

processos biológicos mediados por DNA para processos biológicos mediados por 

RNA, o que ocasionou aumento substancial da complexidade evolutiva 

evidenciada no número de miRNAs observados (Shabalina e Koonin, 2008). 

Atualmente, uma ferramenta chamada miRviewer! (Kiezun et al., 2012) foi 

desenvolvida para apresentar uma a visão global da homologia dos miRNAs em 

diversos organismos onde foram identificados e encontra-se disponível online em: 

http://people.csail.mit.edu/akiezun/microRNAviewer/index.html. 

1.7 miRNAs e sua conservação em insetos da ordem Diptera 

 Desde o princípio dos estudos da via de miRNAs, a presença das proteínas 

e de diversas sequências de miRNAs têm sido descritas em insetos da ordem 

Diptera. Nestes organismos são observados miRNAs espécie-específicos, porém 

também são observados miRNAs com alta taxa de conservação. Todavia, para 

entender melhor tais níveis de conservação e as origens das divergências entre 

estes organismos, faz-se necessário compreender alguns aspectos da sua 

evolução filogenética. 

 As “moscas verdadeiras” – como são conhecidos os insetos da ordem 

Diptera – compreendem uma das quatro superradiações de insetos e 

correspondem a aproximadamente 10% de todas as espécies descritas 

atualmente. As infraordens Culicinomorpha (em que são classificados os 

mosquitos Aedes aegypti) e Psycodomorpha (como os mosquitos-palha – 

Lutzomyia longipalpis) são alguns dos representantes de dípteras basais 
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(Wiegmann et al., 2011). Moscas da fruta (D. melanogaster), por sua vez, 

pertencem à subordem Brachycera, grupo Schizophora, cuja radiação se deu de 

forma rápida e recente (Wiegmann et al., 2011).  A FIGURA 7 apresenta a filogenia 

dos insetos. 
 

 
 
 
 

Figura 7: Árvore filogenética das famílias de insetos da ordem Diptera. Em Culicinomorpha 
encontram-se mosquitos do gênero Aedes; em Psychodomorpha encontram-se os insetos do 



Introdução&
!

25!
!

gênero Lutzomyia e no grupo Schizophora encontram-se o gênero Drosophila. O último ancestral 
comum entre esses três insetos data de aproximadamente 250 milhões de anos. Adaptado de 
Wiegmann et al. (2011). 
 

 

 O organismo modelo D. melanogaster é vastamente empregado em 

estudos de imunologia, biologia molecular e genética (Ashburner e Bergman, 

2005). Somado a isso, diversas descobertas nas vias de RNAi foram feitas a partir 

deste inseto e mostraram-se conservadas em outros Diptera. Como exemplo, 

tem-se a existência de miRNAs conservados entre D. melanogaster e A. aegypti 

(Li et al., 2009); entre D. melanogaster e o bicho-da-seda Bombyx mori (Cao et 

al., 2008); e entre D. melanogaster e abelhas Apis melifera (Zondag et al., 2012). 

Tais aspectos reforçam que, apesar da distância evolutiva entre os organismos 

desta ordem (FIGURA 7), a via de miRNAs é conservada e mantém sua função 

nestes insetos. Os mesmos trabalhos mencionados anteriormente também 

reportam a existência de miRNAs espécie-específicos. Contudo, esses miRNAs 

parecem estar sofrendo pressão em sua biogênese, uma vez que as proteínas da 

via de miRNAs parecem apresentar alta conservação entre os organismos, como 

previamente discutido, e não há aparente redundância com outras proteínas das 

demais vias de RNA de interferência. Portanto, essas características tornam os 

organismos da ordem Diptera bons modelos para estudos de evolução da via de 

miRNAs. 
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2. Justificativa 

Os miRNAs compreendem uma das classes de pequenos RNAs não 

codificantes cuja associação com proteínas Argonauta (Ago) forma o complexo 

RISC – responsável por mediar a regulação pós-transcricional da expressão de 

inúmeros genes. Uma grande quantidade de proteínas Ago e de miRNAs é 

encontrada em diferentes eucariotos e, a despeito dessas informações, a maioria 

dos trabalhos baseia-se em comparações simples das sequências de miRNAs 

entre espécies ou de seus alvos, sem considerar a biogênese dos mesmos. 

Em Diptera, as proteínas Argonauta apresentam função relativamente 

independente, sendo possível compreender vias específicas de pequenos RNAs, 

(como a de miRNAs) sem a redundância característica observada em outros 

organismos como mamíferos. Desse modo, as análises de evolução na biogênese 

de miRNAs podem ser melhor estudadas em modelos dessa ordem. 

Para estudar esse processo e avaliar a conservação de características 

intrínsecas aos miRNAs, foram escolhidos três insetos da ordem Diptera que 

apresentaram alta conservação das proteínas da via de miRNAs em trabalhos 

anteriores realizados no Laboratório de RNA de Interferência (ICB/UFMG). Dentre 

esses organismos, dois apresentam importância vetorial de doenças humanas ou 

de caráter zoonótico (Lutzomyia longipalpis e Aedes aegypti) e o outro trata-se de 

um modelo animal bem caracterizado (Drosophila melanogaster). 

 Deste modo, este trabalho propõe-se a avaliar características específicas 

dos miRNAs que permitam compreender aspectos de sua biogênese em 

diferentes espécies através de ferramentas de bioinformática. Constitui, assim, 

fonte de importantes conhecimentos ao propor o estudo da biogênese de miRNAs 

sob o olhar evolutivo. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a evolução dos miRNAs e suas características intrínsecas utilizando 

insetos da ordem Diptera como modelo. 

3.2 Objetivos específicos 

a) Realizar a predição e anotação dos miRNAs de Lutzomyia longipalpis; 

b) Melhorar a anotação dos miRNAs de Aedes aegypti; 

c) Definir grupos de miRNAs conservados e não conservados entre 

Drosophila melanogaster, Lutzomyia longipalpis e Aedes aegypti; 

d) Comparar as características intrínsecas dos miRNAs conservados e não 

conservados em cada inseto avaliado. 
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4. Materiais e métodos 

O pipeline desenvolvido neste trabalho é apresentado na FIGURA 8. Foram 

sequenciadas bibliotecas de pequenos RNAs de três organismos distintos: 

Lutzomyia longipalpis (vulgarmente conhecido como “mosquito-palha”), 

Drosophila melanogaster (ou “mosca da fruta”) e Aedes aegypti (cujo nome 

popular é “mosquito”). Na figura, é possível verificar que após as etapas iniciais 

de preparo de amostras, sequenciamento e pré-processamento das sequências, a 

metodologia adotada foi dividida em duas partes (FIGURA 8B e FIGURA 8C). Na 

primeira estão representadas as etapas de identificação e comparação das 

características dos miRNAs identificados através do programa miRDeep2 

(Friedlander et al., 2012). A segunda, por sua vez, apresenta a metodologia 

desenvolvida para identificação e análise comparativa das características dos 

miRNAs identificados através de comparação com organismos próximos. A 

descrição detalhada de cada etapa encontra-se nos tópicos a seguir. 

 
Figura 8: Pipeline de identificação e análise dos miRNAs em insetos da ordem Diptera. Após 
preparo de amostras, sequenciamento e pré-processamento de sequências (a), o pipeline foi 
dividido em duas partes, de acordo com a estratégia utilizada. b) Análises desenvolvidas através 
do uso do programa miRDeep2. c) Análises desenvolvidas para identificação de miRNAs não 
preditos pelo programa miRDeep2, possivelmente devido a falhas de montagem do genoma. 
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4.1 Origem das amostras 

As bibliotecas de pequenos RNAs provenientes de Lutzomyia longipalpis 

foram obtidas através da coleta desses organismos na cidade de Teresina (região 

centro-norte do Estado do Piauí), ou através de cultivo celular. Essas amostras 

foram infectadas com o vírus da estomatite vesicular (VSV). As bibliotecas 

derivadas de Aedes aegypti foram obtidas de colônias estabelecidas em 

laboratório após coleta de ovos desses mosquitos em diferentes regiões do Rio 

de Janeiro e também passaram por infecção, com o vírus da dengue (DENV-4).  

Colônias de moscas de fruta selvagens, provenientes de laboratório, e 

infectadas com vírus distintos aos supracitados, foram processadas para geração 

das bibliotecas de pequenos RNAs oriundas de Drosophila melanogaster. 

As bibliotecas preparadas fazem parte de trabalhos de outros alunos do 

Laboratório de RNA de Interferência (ICB/UFMG) ou de colaboradores do grupo 

(Jean-Luc Imler’s Lab – Estrasburgo/França) e, portanto, o processo detalhado de 

preparação das amostras não faz parte do escopo dessa dissertação.  

Todavia, cabe ressaltar que as amostras foram igualmente processadas. 

Para realização da extração de RNAs foi utilizado o reagente Trizol® e 

metodologia recomendada pelo fabricante. Para sequenciamento das amostras, 

foi utilizada a plataforma Illumina HiSeqTM 2500, situada na Plateforme 

Biopuces & Séquençage, Institut de Génétique e Biologie Moléculaire et Cellulaire 

(IGBMC), em Estrasburgo, na França. 

4.2 Pre-processamento das sequências 

As sequências derivadas das bibliotecas de pequenos RNAs foram 

submetidas a filtro de qualidade e remoção dos adaptadores através dos 

programas fastx_quality_filter e fastq_clipper, respectivamente. Ambos os 

programas fazem parte do pacote FastX-Toolkit (versão 0.0.14) disponível online 

no endereço: http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html. Sequências com 

qualidade phred menor que 33 e com tamanho inferior a 15 nt, após retirada dos 

adaptadores, foram descartadas.  

A seguir, as sequências derivadas das bibliotecas de Lutzomyia longipalpis 

foram mapeadas utilizando-se o programa Bowtie versão 1.1.1 – (Langmead et 

al., 2009) contra possível contaminante derivado do RNA ribossomal 2S 
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(TCTCGGAAACTGCATGGACCACGTATGGTTGAGTGTCGTAAAATAGCAAT) 

(Pavlakis et al., 1979), uma vez que não foi feita depleção de rRNA durante o 

preparo das bibliotecas. Somente as sequências não mapeadas nesse processo 

foram utilizadas para predição de miRNAs.  

4.3 Identificação de miRNAs baseado no genoma disponível 

Para predição dos miRNAs de Lutzomyia longipalpis e Aedes aegypti, foi 

utilizado o programa miRDeep2. Este programa permite a identificação de 

miRNAs em bibliotecas de pequenos RNAs derivados de sequenciamento em 

larga escala. 

Foram utilizados dois scripts do pacote miRDeep2: mapper.pl e 

miRDeep2.pl. O primeiro tem por finalidade mapear as sequências no genoma de 

referência indexado. O segundo, por sua vez, consiste no core do programa, o 

qual estende regiões mapeadas no genoma, através do primeiro script, e avalia a 

estrutura secundária do precursor, bem como similaridade com miRNAs já 

anotados (quando utilizados como input ou modelo).  

Para o primeiro script, foram utilizados os parâmetros: -d -e -h -i -j  

-m -v –p.  O parâmetro –d permite utilização de múltiplas bibliotecas cuja 

identificação é dada em um arquivo de texto chamado config.txt. O parâmetro 

–e indica que as bibliotecas estão em formato fastq; -h refere-se à 

transformação desse formato em fasta; -i indica que as sequências são de 

RNA e devem ser transformadas no alfabeto de sequências DNA. Além disso, 

quaisquer outras posições que contenham caracteres diferentes de 

a,c,g,t,u,n,A,C,G,T,U,N são excluídas, mediante o parâmetro –j.  

Para o segundo script, foi utilizado o parâmetro referente ao nome do 

arquivo que continha as sequências de miRNAs maduras, os demais parâmetros 

utilizados foram default. 

Por se tratar de um organismo bem caracterizado, as bibliotecas derivadas 

de Drosophila melanogaster não foram submetidas a processo de predição de 

miRNAs. Nesse caso, foram utilizadas as sequências anotadas disponíveis no 

banco de dados miRBase (versão 21). 
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4.3.1 Lutzomyia longipalpis   

Por se tratar de um genoma cuja montagem e anotação não estão 

finalizados, e por esse motivo não existir miRNAs anotados, foram utilizados os 

miRNAs do subfilo Hexapoda (TABELA  2), disponíveis no banco de dados 

miRBase (v.21) como modelo para que o miRDeep2 realizasse a predição dos 

miRNAs de L. longipalpis. 
 

Tabela  2: Número de miRNAs e precursores do subfilo Hexapoda disponíveis no miRBase 
(versão 21) e utilizados para predição em Lutzomyia longipalpis. 

miRBase – versão 21 
Acrônimo Organismo mirnas miRNAs Versão do genoma 

aae Aedes aegypti 101 124 AaegL1 
aga Anopheles gambiae 66 65 AgamP3 
ame Apis melífera 254 259 AMEL4.5 
api Acyrthospiphon pisum 123 103 Acyr_2.0 

bmo Bombyx mori 487 563 SILKDB2.0 
cqu Culex quinquefasciatus 76 75 CpipJ1 
dan Drosophila ananassae 76 75 dana_r1.3_FB2010_03 
der Drosophila erecta 81 78 dere_r1.3_FB2010_02 
dgr Drosophila grimshawi 82 72 dgri_r1.3_FB2010_02 
dme Drosophila melanogaster 256 466 BDGP5.0 
dmo Drosophila mojavensis 71 71 dmoj_r1.3_FB2010_02 
dpe Drosophila persimillis 75 69 dper_r1.3_FB2010_02 
dps Drosophila pseudoobscura 210 273 dpse_r2.26_FB2012_01 
dse Drosophila sechellia 78 76 dsec_r1.3_FB2010_02 
dsi Drosophila simulans 135 178 dsim_caf1 
dvi Drosophila virilis 134 237 FB2011_07 
dwi Drosophila willistoni 77 72 dwil_r1.3_FB2010_02 
dya Drosophila yakuba 76 75 dyak_caf1 
hme Heliconius melpomene 92 97 HelMel1.1 
lmi Locusta migratória 7 14 N/C 

mse Maduca sexta 98 93 Msex1.0 
ngi Nasonia giraulti 32 32 N/C 
nlo Nasonia longicornis 28 28 N/C 
nvi Nasonia vitripennis 53 53 Nvit_2.0 
tca Tribolium castaneum 220 430 Tcas3.0 

mirnas: Precursores; miRNAs: Sequências maduras; N/C: Não consta 
 

Para aumentar a cobertura da predição, foram incluídas todas as 

bibliotecas de L. longipalpis sequenciadas (TABELA 3 – tópico 5.1). Todavia, 

somente as replicatas de uma mesma origem (isto é, pool de L. longipalpis 

infectados e coletados em diferentes tempos) foram utilizadas para as análises de 

comparação das sequências de miRNAs maduros.  
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4.3.2 Aedes aegypti 

Para melhorar a anotação dos miRNAs de A. aegypti, as bibliotecas de 

pequenos RNAs derivadas desse organismo foram submetidas à predição de 

miRNAs pelo mesmo programa, tendo o arquivo “modelo” substituído por outro no 

qual constam os 101 miRNAs da espécie, disponíveis no banco de dados 

miRBase (v.21). 

4.4 Identificação de miRNAs baseada em comparação com organismos 

próximos 

Todos os miRNAs de Drosophila melanogaster disponíveis no miRBase 

(v.21) foram utilizados como referência para mapeamento das sequências 

derivadas das bibliotecas de Lutzomyia longipalpis e de Aedes aegypti. Além 

disso, os miRNAs previamente preditos e curados de cada uma dessas espécies 

também foram utilizados como referência para mapear as bibliotecas derivadas 

dos diferentes organismos estudados. 

Essas análises foram realizadas através do programa Bowtie (versão 

1.1.1), parâmetros -n 0 -l 9 -v 2. O parâmetro –n refere-se ao número de 

mismatches permitidos na região da seed, e cujo tamanho é definido pelo 

parâmetro –l. O parâmetro –v, por sua vez, indica o número de mismatches 

aceitos. Como se pode perceber, a análise foi estringente ao definir a seed (-l ) 

como uma sequência de tamanho superior à definição real (nucleotídeos nas 

posições 2 a 7 da extremidade 5’ do miRNA). Além disso, não foram aceitos 

mismatches nessa região (-n 0).  

Os miRNAs cujas sequências mapeadas apresentaram: perfil de tamanho 

entre 19 e 24 nt; expressão em mais de uma biblioteca da triplicata avaliada, e 

que estavam ausentes na predição anterior (utilizando somente o genoma de 

referência do organismo no qual as bibliotecas foram derivadas), passaram a ser 

referidos como miRNAs derivados de regiões do genoma não presentes na 

versão da montagem utilizada. Além disso, todas as bibliotecas foram mapeadas 

contra os vírus nos quais os organismos foram infectados a fim de avaliar 

possíveis contaminações entre as amostras durante o preparo das bibliotecas. As 

proporções dos miRNAs avaliados entre as bibliotecas também foram 

consideradas a fim de garantir que os resultados encontrados fossem acurados. 
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4.5 Análise da presença de SNPs nos miRNAs identificados por comparação 

com organismos próximos 

A fim de garantir que os miRNAs identificados através do mapeamento 

direto das bibliotecas nos miRNAs de outros organismos não fossem oriundos de 

artefato ou de contaminação entre as bibliotecas, foi feita análise da presença de 

polimorfismos únicos de nucleotídeos (SNPs) que poderiam ser reflexo da 

diferença entre o miRNA nestes organismos. Deste modo, era esperado que os 

miRNAs compartilhados e cuja sequência não fora identificada previamente no 

organismo do qual as bibliotecas foram preparadas, apresentassem alguns 

nucleotídeos diferentes dos seus respectivos ortólogos. Esta diferença, no 

entanto, não deveria ser observada na região da seed. 

Para isto, os resultados do mapeamento das bibliotecas contra os miRNAs 

oriundos dos demais organismos foram avaliados utilizando o programa Tablet 
(versão 1.15.09.01 - baixado em 01/09/2015) (Milne et al., 2013). Sequências com 

percentual de mismatches igual ou superior a 0,6% (percentual escolhido com o 

objetivo de evitar alterações por erro de sequenciamento, invés de SNPs) tiveram 

as posições de seus nucleotídeos verificadas a fim de identificar o correto 

nucleotídeo daquela posição. Frequências similares de nucleotídeos diferentes na 

mesma posição foram consideradas formas alternativas e ambos nucleotídeos 

foram reportados como corretos. 

4.6 Curadoria manual 

Os miRNAs preditos através do programa miRDeep2 foram submetidos à 

curadoria manual. Nesta etapa, foram avaliadas as seguintes características: 

• Estrutura do grampo (*): a estrutura (presença de bolhas entre 8-20 nt, 

presença de 2-3 nt 3’ overhang) e o tamanho (60-80 nt) foram verificados, 

uma vez que são importantes características para correto processamento 

do miRNA pelas enzimas Drosha e Dicer (Lee et al., 2003; Forstemann et 

al., 2005; Jiang et al., 2005; Saito et al., 2005; Tomari e Zamore, 2005; 

Zeng et al., 2005; Macrae et al., 2007; Ruby et al., 2007; Tsutsumi et al., 

2011; Okamura et al., 2013; Starega-Roslan et al., 2015b); 

• Distribuição de tamanho das sequências mapeadas (*): A maioria dos 

miRNAs descritos para insetos apresenta tamanho entre 20 e 24 nt 
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(Revisado por Bartel, 2004b). Assim, foram avaliados se os perfis de 

tamanho do miRNAs preditos se enquadravam majoritariamente nessa 

faixa; 

• Ausência de anotação de outros genes/RNAs disponíveis no banco de 

dados Vector Base (*) (Giraldo-Calderon et al., 2015); 

• JBrowse: presença de phasing e origem em ambas as fitas não deveriam 

ser encontrados (*) (Skinner et al., 2009; Chiang et al., 2010); 

• Ausência de conflito com regiões repetitivas obtidas através de análise pelo 

programa Repeat Masker (Smit, 1996; Chiang et al., 2010); 

• Reprodutibilidade: o miRNA deve estar presente em mais de uma 

biblioteca analisada; 

• Homogeneidade: ≥ 70% de todas as sequências mapeadas no miRNA 

devem iniciar-se na mesma posição 5’, uma vez que as variações na 

posição dos nucleotídeos iniciais ocasionam alteração de seed e, deste 

modo, dos respectivos alvos (Chiang et al., 2010; Marco et al., 2010); 

• Presença de sequência passageira, para garantir que os miRNAs 

derivaram de um mesmo precursor e não representam mapeamento 

inespecífico (Chiang et al., 2010); 

O não atendimento a 3 ou mais critérios, ou o não atendimento de pelo 

menos duas características importantes – assinaladas por “ * ” – foram utilizados 

como critérios de exclusão dos miRNAs preditos das análises subsequentes. 

Além disso, em caso de dúvidas, utilizou-se a frequência mínima de 100 

mapeamentos totais no miRNA como critério de exclusão. 

4.7 Anotação de miRNAs  

Após a predição baseada na versão do genoma disponível, ou identificação 

através de comparação com organismos próximos, e curadorias, os miRNAs de 

Lutzomyia longipalpis foram anotados segundo ortologia (isto é, receberam a 

mesma numeração do miRNA com o qual apresentaram maior similaridade) e 

armazenados em formato GFF3.  

Arquivos GFF3 são arquivos de anotação formados por 9 colunas 

(separadas por espaçamento tabular), cuja sequência anotada recebe uma 

identificação unívoca e suas posições inicial e final do genoma são indicadas. 
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Além disso, são incluídas a orientação no genoma (fita positiva ou negativa) e 

outros atributos que auxiliem no seu rastreamento. Esses arquivos podem ser tipo 

específico (exemplo: GFF3 de anotação de miRNAs) ou podem conter toda a 

anotação referente a determinado genoma (como regiões codificadoras, tRNA, 

íntrons, entre outros – em um mesmo arquivo). 

A mesma metodologia foi aplicada para melhoria da anotação dos miRNAs 

de Aedes aegypti, uma vez que parte deles se encontra na base de dados 

miRBase e parte está disponível em dados da literatura (quando identificados e 

ainda não anotados) (Akbari et al., 2013; Hu et al., 2015). 

4.8 Análises comparativas  

4.8.1 miRNAs compartilhados entre os três organismos 

Os mirnas únicos, isto é, apenas uma cópia de cada precursor (quando 

existirem mais de uma) em um mesmo organismo, foram analisados com o 

objetivo de verificar sua presença em cada espécie. Para isso, foi gerado um 

diagrama de Venn através da ferramenta disponível online no endereço:  

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. 

Os miRNAs maduros gerados por cada um dos precursores foram 

avaliados a fim de verificar sua presença em cada organismo. Aqueles cuja 

existência foi compartilhada, foram considerados conservados e aqueles 

encontrados em apenas uma das espécies foram classificados como não-

conservados. Ambos os grupos foram tratados separadamente para as análises 

de expressão e perfil de tamanho, as quais serão descritas em tópicos 

posteriores. 

4.8.2 Origem genômica dos miRNAs 

Os arquivos GFF3 referentes aos miRNAs (identificados nos genomas 

disponíveis) anotados para cada um dos três organismos estudados foram 

comparados com o GFF3 de anotação genômica total, através do programa 

IntersectBed (v2.17.0) (Quinlan e Hall, 2010). Os resultados das análises foram 

plotados no programa R (Team, 2011). 

Nessa etapa não foram utilizados os miRNAs identificados através da 

comparação com organismos próximos. 
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4.8.3 Avaliação da expressão  

Para análise de expressão dos miRNAs curados manualmente, as 

bibliotecas de pequenos RNAs de cada organismo foram mapeadas contra seus 

respectivos miRNAs através do programa Bowtie, permitindo-se 1 mismatch (no 

caso dos miRNAs anotados após predição com miRDeep2) ou 2 mismatches fora 

da seed (no caso dos miRNAs anotados através da análise de comparação com 

organismos próximos).  

Além disso, as sequências mapeadas foram filtradas por tamanho, entre 19 

e 24 nt e a soma destes foi utilizada para normalização de “sequências por 

milhão” (RPM), cuja média das triplicatas foi comparada entre as espécies. A 

normalização por RPM refere-se à contagem de determinada sequência, dividida 

pela somatória das sequências mapeadas e multiplicada por 1 milhão. Os 

miRNAs foram ordenados em ordem decrescente segundo a expressão (em 

RPM) de Drosophila melanogaster e sua correlação foi avaliada através do teste 

correlação de Pearson utilizando o programa R por meio da função embutida 

cor.test. 
Os 20 miRNAs mais expressos em cada organismo foram comparados 

segundo sua ordem de expressão. A partir da contagem normalizada (RPM), 

seguiu-se a verificação do percentual correspondente, dividindo-se o RPM de 

cada miRNA pela soma dos RPMs de todos os miRNAs mapeados nas 

bibliotecas do organismo. 

4.8.4 Expressão dos miRNAs segundo origem no precursor de cada 

braço no grampo do pre-miRNA 

O miRNA foi nomeado de forma diferente, de acordo com a origem no 

precursor, isto é, recebeu os sufixos -5p e -3p caso derivasse das porções 5’ ou 3’ 

do grampo, respectivamente, as quais são também conhecidas como “braços”. 

Essa nomenclatura seguiu o padrão adotado pelo miRBase. 

Desse modo, a expressão de cada “braço” é diferente e pode-se calcular a 

razão (ratio) dessa expressão. Essa análise já foi realizada em outros trabalhos 

sob o nome de Relative Arm Usage – uso relativo do braço, em tradução livre 

(Marco et al., 2010).  
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Para calcular a expressão relativa dos miRNAs em cada braço, a contagem 

normalizada de cada miRNA derivada do braço 5p foi dividida pela contagem 

normalizada do miRNA derivado do braço 3p do mesmo precursor. Os valores 

foram plotados em escala logarítmica. Valores positivos, referem-se à maior 

expressão do braço 5p e os valores negativos, por sua vez, referem-se à maior 

expressão do braço 3p. O valor 0 indica expressão idêntica de ambos os braços. 

A correlação entre a expressão dos miRNAs de espécies diferentes foi avaliada 

através do teste de correlação de Pearson no programa R, por meio da função 

cor.test. 
Para análise da diferença de expressão dos miRNAs conservados em cada 

organismo, foi calculado o ratio de cada miRNA conservado entre os insetos, 

dividindo-se seu valor RPM pelo respectivo valor correspondente em outro inseto. 

A seguir, foi calculado o desvio-padrão (σ) da média de todas as razões através 

da função desvpad.a do programa Microsoft Excel (Pacote Office 2016 – 

sistema operacional Windows). Os valores ratio diferentes em pelo menos 1,5σ 

foram considerados “discrepantes” e os demais valores “similares”. Onze miRNAs 

de cada grupo foram, então, analisados estatisticamente a fim de verificar 

padrões de expressão que permitissem entender as diferenças observadas.  

4.8.5 Perfil de tamanho dos miRNAs 

As sequências mapeadas em cada miRNA foram separadas segundo seu 

tamanho através de scripts em Perl (desenvolvido por membros do Laboratório de 

RNA de Interferência – ICB/UFMG) e plotadas em R, por meio da função 

heatmap.2 do pacote ggplots.  

Essas análises também foram feitas utilizando-se normalização por Z-score 

através de script desenvolvido em Perl, tal como mencionado anteriormente. De 

forma resumida, a média das sequências mapeadas de tamanho entre 19 e 25 nt 

foi subtraída da contagem de mapeamento por tamanho, dividindo-se o valor 

encontrado pelo desvio-padrão da média. Os resultados foram plotados em R. 

  



Materiais&e&Métodos&

41!
!

4.8.6 Enriquecimento de base 

Para avaliar os padrões moleculares associados aos miRNAs, foi verificada 

a preferência de base da posição 5’ dos pequenos RNAs mapeados nos miRNAs 

descritos. 

A partir da contagem total de nucleotídeos por posição, seguiu-se a 

verificação do percentual correspondente, dividindo-se o valor obtido para cada 

nucleotídeo pelo número total de nucleotídeos na posição referida. 

4.8.7 Comparação de miRNAs conservados e com perfis de tamanho 

distintos entre os organismos  

Os perfis de tamanho dos miRNAs conservados foram categorizados 

conforme similaridade entre os três insetos em: a) idêntico – quando o pico no 

heatmap em todos os organismos apresentou dominância de um dos tamanhos; 

b) similar – quando o pico apresentou dominância por um dos tamanhos e ligeira 

variação entre os demais; c) discrepante – quando não atendeu às exigências 

anteriores. Foram escolhidos 10 miRNAs para avaliação estatística de tamanho e 

estabilidade dos precursores preditos e comparados a um grupo “controle”. 

Para isto, foi feita verificação do tamanho do grampo, bem como o grau de 

estabilidade – conferido pelo MFE – através do programa RNAfold (versão 2.1.9) 

(Hofacker, 2003). Os valores obtidos foram comparados com os resultados de 

outros miRNAs conservados cujo perfil de tamanho não variou entre os insetos. A 

tabela dos miRNAs usados nesta análise (TABELA 12) encontra-se no tópico 

5.5.2. 
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5. Resultados e Discussão 

5.1 Bibliotecas de pequenos RNAs 

 Na TABELA 3 estão indicadas as bibliotecas utilizadas, o número de 

sequências inicial, o número de sequências após pré-processamento, e o número 

de sequências mapeadas no respectivo genoma de referência. 

Neste trabalho, foi utilizada a penúltima versão do genoma de Lutzomyia 

longipalpis disponível no banco de dados de “Vetores Invertebrados de Patógenos 

Humanos” – tradução livre de VectorBase – sob identificação LlonJ1.1 

(disponibilizada online a partir de 25/02/2014 através do endereço eletrônico: 

https://www.vectorbase.org/organisms/lutzomyia-longipalpis/jacobina/LlonJ1.1). 

Esta versão apresenta 11.532 scaffolds e nenhum cromossomo completo, o que 

reflete a necessidade de melhoria. 

Quanto a Aedes aegypti, foi utilizado genoma disponível no VectorBase 

sob identificação AaegL3.3, e disponibilizada online a partir de 21/10/2014 através 

do endereço http://www.vectorbase.org/organisms/aedes-

aegypti/liverpool/AaegL3.3. 
 
Tabela 3: Descrição das bibliotecas de pequenos RNAs utilizadas. 

Organismo Descrição 
Tamanho 

(nt) 

Número de 
sequências 

inicial 

Após pre-
processamento  

Mapeadas no 
genoma 

Llo* Mock pool 2dpa 16-28 12.546.269 11.050.675 8.466.872 
Llo* VSV-GFP pool 2dpa 16-28 16.630.933 16.378.540 12.389.829 
Llo* Mock pool 2dpa 16-33 10.679.360 3.579.913 2.719.107 
Llo* Mock pool 4dpa 16-33 9.463.241 3.357.798 2.353.024 
Llo* Mock pool 6dpa 16-33 8.766.757 4.128.224 2.615.516 
Llo VSV-GFP pool 2dpa 16-33 8.500.448 3.902.405 2.893.103 
Llo VSV-GFP pool 4dpa 16-33 8.109.613 2.713.458 1.778.859 
Llo VSV-GFP pool 6dpa 16-33 8.587.131 4.345.701 3.034.281 
Llo* LL5 – cultivo celular 16-33 - 9.916.482 7.982.228 
Llo* Lulo – cultivo celular 16-33 - 6.841.508 4.840.232 
Aae DENV-4 pool 4dpa 16-33 11.101.469 10.561.397 9.427.128 
Aae DENV-4 pool 8dpa 16-33 16.702.736 15.867.172 14.113.442 
Aae DENV-4 pool 14dpa 16-33 17.333.444 15.212.488 12.859.115 
Dme pool VSV injetado 16-27 24.474.261 21.695.377 14.098.022 
Dme pool DCV injetado 16-27 15.786.440 15.779.078 11.448.335 
Dme pool SINV injetado 16-27 4.234.079 4.231.439 3.188.759 

 

Llo: Lutzomyia longipalpis; Aae: Aedes aegypti; Dme: Drosophila melanogaster; dpa: dias pós 
alimentação; dpi: dias pós injeção; VSV: Vesicular Stomatitis Virus; GFP: proteína verde 



Resultados&e&Discussão&

! 44!

fluorescente (tradução livre); DENV-4: Dengue virus sorotipo 4; DCV: Drosophila C virus; SINV: 
Sindbis virus; *: Biblioteca não-utilizada nas análises comparativas. 

5.2 Identificação e anotação de miRNAs e precursores 

Após a preparação das bibliotecas, sequenciamento e pré-processamento 

das sequências (FIGURA 8A), foi realizada a etapa de predição de miRNAs 

utilizando o programa miRDeep2, seguido de curadoria manual. Após esta etapa, 

iniciou-se o processo de comparação entre os miRNAs anotados de cada 

espécie. Esta metodologia foi apresentada na primeira parte do pipeline 

desenvolvido (FIGURA 8B). 
Através da utilização dessa estratégia, observou-se que 94 precursores de 

miRNAs foram identificados em Lutzomyia longipalpis e 130 em Aedes aegypti. 

Comparados aos 256 precursores de miRNAs existentes em Drosophila 

melanogaster, tal resultado sugere que provavelmente ainda não foram 

identificados todos os outros miRNAs dos demais insetos. Além disso, menos de 

50 precursores únicos (isto é, precursores que apresentaram uma ou mais cópias 

idênticas no genoma foram considerados uma única vez) haviam sido 

identificados como conservados entre as três espécies, dos quais estavam 

ausentes alguns dos miRNAs mais expressos em D. melanogaster (como miR-1 e 

miR-8). 

Para verificar se a era possível expandir o número de miRNAs 

identificados, as bibliotecas de pequenos RNAs derivadas de Aedes aegypti e de 

Lutzomyia longipalpis, as bibliotecas derivadas desses organismos foram 

mapeadas contra as sequências de miRNAs anotados para os demais insetos. 

Em outras palavras, as bibliotecas de miRNAs de A. aegypti foram mapeadas 

contra os miRNAs de L. longipalpis e de D. melanogaster (o mesmo foi feito para 

L. longipalpis). Esta etapa permitiu encontrar novas sequências por comparação 

com organismos próximos, e portanto, foi adicionada ao pipeline inicial (FIGURA 

8C). 

A estratégia global, apresentada na FIGURA 8, permitiu a identificação de 

124 precursores em Lutzomyia longipalpis, dos quais derivam pelo menos 206 

miRNAs maduros. É importante ressaltar que o número de novos precursores 

anotados em Lutzomyia longipalpis através da comparação com organismos 

próximos (30) corresponde a aproximadamente 1/3 dos 94 inicialmente anotados. 
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A não identificação destas sequências pelo programa miRDeep2 pode ser 

explicada pelo fato de o mesmo utilizar o genoma disponível como referência, o 

qual ainda está em fase de montagem e anotação. 
Quando aplicada a Aedes aegypti, a mesma metodologia permitiu ampliar 

a anotação de precursores e de miRNAs depositados no miRBase (v.21). Houve o 

acréscimo de 48 precursores e 84 miRNAs maduros, aos 101 precursores e 124 

miRNAs já anotados, o que corresponde a um aumento de 47,5% e 67,7% 

precursores e miRNAs maduros, respectivamente. Além disso, as origens dos 

miRNAs segundo o braço do precursor (isto é, derivadas da porção 5’ e 3’ – 

sufixos -5p e -3p, respectivamente) também foram acrescentadas a todos os 

miRNAs já anotados que não dispunham de tal informação. 

Os miRNAs não recuperados pelo programa miRDeep2 foram então 

analisados segundo a presença em mais de uma biblioteca, tamanho conservado 

entre 19 e 24 nt e quanto à presença de SNPs, com o objetivo de encontrar 

diferenças nos miRNAs maduros que refletissem a sequência do genoma do qual 

se originaram. Como discutido anteriormente, as famílias de miRNAs apresentam 

alta conservação da seed entre seus membros, porém a identidade total de uma 

sequência pode ser de aproximadamente 85% a 95% (como observado na Figura!
6IGURA 6, para a família do let-7). Portanto, é factível sugerir que o percentual 

restante da variação seja devido à pressão evolutiva imposta pelos alvos, quanto 

pela evolução natural do genoma no qual o miRNA deriva. 

O programa Tablet identifica o percentual de mismatches encontrados nas 

sequências utilizadas e sinaliza os nucleotídeos que variaram em determinada 

posição (SNPs), sendo possível identificar casos em que dois ou mais 

nucleotídeos podem ser igualmente encontrados. Desse modo, percentuais de 

mismatches (quando acima de 0,6%) e SNPs de Lutzomyia longipalpis ou Aedes 

aegypti foram comparados com os apresentados em Drosophila melanogaster e 

os resultados podem ser vistos na TABELA 4. 
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As diferenças encontradas foram ressaltadas em vermelho. Entre 

parênteses estão as alternativas aos nucleotídeos imediatamente à esquerda da 

posição em que se encontram. O símbolo “ | ” – visualizado na sequência de miR-

92b-3p de Drosophila melanogaster, por exemplo – indica que ambos os 

nucleotídeos apareceram em frequências similares sendo, portanto, considerados 

igualmente possíveis naquela posição. 

Nesta tabela é possível verificar que os percentuais da presença de 

mismatches em cada miRNA varia de forma diferente entre os organismos 

comparados. Em D. melanogaster, por exemplo, miRNA miR-87-3p apresenta 

apenas 0,2% de mismatches, contrastando com os 9,6% apresentados em L. 

longipalpis. Os miRNAs cujos percentuais de mismatches são mais similares 

entre esses dois organismos foram encontrados em miR-281-1-5p e miR-13b-3p. 

Ainda assim, as sequências observadas variam entre eles. Em A. aegypti, miR-

956-5p apresenta o maior percentual de mismatches (9,2%), percentual este que 

varia apenas 0,2% na mosca da fruta.  

Tais resultados, portanto, sugerem que os miRNAs identificados através da 

comparação com organismos próximos não derivam de artefatos ou 

contaminação cruzada entre as bibliotecas. Provavelmente os loci 

correspondentes a estes miRNAs não estão presentes nas versões montadas dos 

genomas de A. aegypti e L. longipalpis utilizados como referência para o 

mapeamento das bibliotecas. Logo, estes miRNAs podem ser considerados 

conservados entre os organismos, embora isto ainda deva ser confirmado por 

sequenciamento do genoma ou análise de contigs não incorporados na 

montagem final.  

A TABELA 5 sumariza o número de precursores e de miRNAs anotados, 

comparando-os com os dados atualmente disponíveis no miRBase para o 

mosquito A. aegypti e a mosca da fruta D. melanogaster.  
 

Tabela  5: Resumo de precursores e miRNAs maduros anotados em cada organismo. 
Sequências encontradas nos genomas disponíveis 

 Llo Dme Aae 
Precursor 94 256 130 

miRNA maduro 163 466 198 
 

Precursores disponíveis no miRBase (v.21) 0 256 101 
miRNAs maduros disponíveis no miRBase 0 466 124 
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Tabela 5: Resumo de precursores e miRNAs maduros anotados em cada organismo 
(continuação). 

Sequências únicas encontrados através de comparação com organismos próximos 
 Llo Dme Aae 

Precursor 30 0 9 
miRNA maduro 43 0 10 

 
Mapeado no precursor de D. melanogaster 27 0 9 

Mapeado no precursor de A. aegypti 3 0 0 
Mapeado no precursor de L. longipalpis 0 0 0 

 
Sequências totais (incluindo cópias) 

 Llo Dme Aae 
Precursor 124 256 149 

miRNA maduro 206 466 208 
Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: Aedes aegypti. 

Pode-se concluir que a metodologia desenvolvida é robusta e capaz de 

superar problemas decorrentes do estado de montagem e anotação do genoma 

do organismo estudado. Além disso, os números de precursores e de miRNAs 

maduros encontrados são bastante similares entre L. Longipalpis e A. aegypti. 

Todavia, um aspecto que restringe o número de miRNAs anotados para L. 

longipalpis e A. aegypti refere-se ao número de espécies estudadas. Em outras 

palavras, a aplicação do pipeline a outros organismos da ordem Diptera pode 

permitir anotação de novas sequências ausentes até o momento, ressaltando 

similaridades ou diferenças entre esses organismos. 

5.3 Conservação de miRNAs e precursores entre os insetos estudados 

Foram encontrados 70 precursores únicos conservados entre os três 

insetos estudados, o que corresponde a 61,4% e 82,3% de todos os precursores 

únicos de Aedes aegypti e Lutzomyia longipalpis, respectivamente. A análise de 

conservação é vista na FIGURA 9 e os precursores compartilhados entre as três 

espécies encontra-se na TABELA 6.  
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Figura 9: Precursores únicos conservados entre os diferentes insetos analisados. Dos 
mirnas anotados e/ou disponíveis no banco de dados miRBase (v.21), 11 precursores únicos 
foram encontrados apenas em Llo. Destes, a grande maioria (8 mirnas) foram preditos e curados 
neste trabalho e não apresentam ortologia com outros organismos. Em Aae foram encontrados 26 
precursores únicos, dos quais 15 são espécie-específicos. Em Dme, o número de precursores 
únicos encontrados foi de 157. Quanto aos mirnas compartilhados entre as três espécies, foram 
encontrados 70 precursores únicos. Llo: Lutzomyia longipalpis; Aae: Aedes aegypti; Dme: 
Drosophila melanogaster. 

 
Tabela  6: pre-miRNAs conservados entre três organismos da ordem Diptera. 

pre-miRNAs conservados entre L. longipalpis, D. melanogaster e A. aegypti 

bantam mir-190 mir-2a mir-4 mir-970 
let-7 mir-193 mir-2b mir-4968 mir-980 

mir-1 mir-210 mir-304 mir-5 mir-981 

mir-10 mir-219 mir-305 mir-7 mir-989 

mir-100 mir-252 mir-306 mir-79 mir-993 

mir-1000 mir-263 mir-307a mir-8 mir-996 

mir-11 mir-275 mir-308 mir-87 mir-998 

mir-12 mir-276 mir-314 mir-927 mir-999 

mir-124 mir-277 mir-315 mir-929 mir-9a 

mir-125 mir-278 mir-316 mir-92a mir-9b 

mir-133 mir-279 mir-317 mir-92b mir-9c 

mir-137 mir-281 mir-318 mir-932 mir-iab-4 

mir-13b mir-282 mir-31a mir-956 mir-iab-8 

mir-14 mir-283 mir-33 mir-957  

mir-184 mir-285 mir-34 mir-965  

 

De forma interessante, entre os precursores compartilhados por Aedes 

aegypti e Lutzomyia longipalpis, são encontrados mirnas de Bombyx mori – bicho 

da seda – (mir-2778 e mir-2765); Anopheles gambiae (mir-1889); Culex 

11
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26
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2 14

70
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Dme
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mir-1889
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mir-2944

mir-995
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mir-274
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quinquefasciatus (mir-1889); Apis melifera – abelha – (mir-2765 e mir-2944); 

Tribolium castaneum (mir-2944); Heliconius melpomene, Acyrthosiphon pisum e 

Manduca sexta (mir-2765).  

Dos miRNAs derivados de precursores compartilhados apenas entre D. 

melanogaster e L. longipalpis, mir-995 parece estar presente no ancestral comum 

dos três insetos avaliados no presente trabalho, como proposto por Marco (2014). 

Deste modo, sua ausência em mosquitos sugere que estes o perderam. O 

precursor mir-4, por sua vez, faz parte do grupo ou cluster mir-309˜6, o qual 

codifica um transcrito policistrônico que gera 8 miRNAs conservados e que foi 

inicialmente proposto como específico do gênero Drosophila. No entanto, esse 

miRNA é um homólogo de mir-9 e foi reportado em A. aegypti (Ninova et al., 

2014).  

A existência de miRNAs compartilhados apenas entre D. melanogaster e A. 

aegypti, também pode indicar a perda destas sequências em L. longipalpis, bem 

como limitações técnicas para sua descoberta. 

Quanto aos precursores não compartilhados entre os três insetos, foram 

encontradas 8 novas sequências em L. longipalpis, as quais não apresentam 

similaridade com outras espécies. Estas sequências foram nomeadas como llo-

mir-new1 a llo-mir-new8 e apenas uma delas gera miRNAs maduros de ambos os 

braços (llo-mir-new2). Em mosquitos, dos 26 precursores únicos não-

conservados, 15 não possuem ortólogos descritos. Grande parte desses miRNAs 

já foi reportada em estudos anteriores (Akbari et al., 2013; Hu et al., 2015). Neste 

trabalho, sua nomenclatura foi sistematizada de acordo com as regras do 

miRBase apenas nesse trabalho. 

Quanto às sequências maduras, foram encontrados 109 miRNAs 

compartilhados pelos três organismos que corresponde a aproximadamente 50% 

de todos os miRNAs de A. aegypti e de L. longipalpis e cerca de 23% em D. 

melanogaster. 

A TABELA 7 apresenta os miRNAs maduros que são compartilhados entre 

as espécies estudadas. Nela figura um dos primeiros miRNAs descritos (let-7) – 

cuja descoberta se deu no verme C. elegans (Pasquinelli et al., 2000). Let-7 

apresenta função ligada ao controle temporal da diferenciação celular durante a 

mudança do estágio larval para o estágio adulto do desenvolvimento desse verme  

e sua conservação é descrita em eucariotos (Pasquinelli et al., 2000). Além de let-
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7, são observados miRNAs envolvidos em processos de: regulação hormonal 

(miR-8) (Lee et al., 2015); diferenciação de tecidos mesodérmicos e 

desenvolvimento muscular durante desenvolvimento larval (miR-1) (Sokol e 

Ambros, 2005); crescimento e controle de proliferação celular e do gene pro-

apoptótico hid (bantam) (Brennecke et al., 2003; Parrish et al., 2009),!entre outros. 

Estas funções são descritas na literatura a partir de diversos estudos realizados 

em Drosophila melanogaster.  

 
Tabela  7: miRNAs conservados entre os insetos analisados. 

Precursor (mir) miRNA maduro 
 

Precursor (mir) miRNA maduro 

bantam 
bantam-3p 

 
mir-304 miR-304-5p 

bantam-5p 
 mir-305 

miR-305-3p 

let-7 
let-7-3p 

 
miR-305-5p 

let-7-5p 
 

mir-306 miR-306-5p 

mir-1 
miR-1-3p 

 mir-307a 
miR-307a-3p 

miR-1-5p 
 

miR-307a-5p 

mir-10 
miR-10-3p 

 
mir-308 miR-308-5p 

miR-10-5p 
 

mir-315 miR-315-5p 

mir-100 
miR-100-3p 

 
mir-316 miR-316-5p 

miR-100-5p 
 

mir-317 miR-317-3p 
mir-1000 miR-1000-5p 

 
mir-318 miR-318-3p 

mir-11 
miR-11-3p 

 
mir-31a miR-31a-5p 

miR-11-5p 
 mir-33 

miR-33-3p 
mir-12 miR-12-5p 

 
miR-33-5p 

mir-124 miR-124-3p 
 mir-34 

miR-34-3p 

mir-125 
miR-125-3p 

 
miR-34-5p 

miR-125-5p 
 

mir-5 miR-5-5p 

mir-133 
miR-133-3p 

 mir-7 
miR-7-3p 

miR-133-5p 
 

miR-7-5p 
mir-137 miR-137-3p 

 mir-79 
miR-79-3p 

mir-13b 
miR-13b-3p 

 
miR-79-5p 

miR-13b-5p 
 mir-8 

miR-8-3p 

mir-14 
miR-14-3p 

 
miR-8-5p 

miR-14-5p 
 

mir-87 miR-87-3p 

mir-184 
miR-184-3p 

 mir-927 
miR-927-3p 

miR-184-5p 
 

miR-927-5p 

mir-190 
miR-190-3p 

 mir-929 
miR-929-3p 

miR-190-5p 
 

miR-929-5p 

mir-210 
miR-210-3p 

 mir-92a 
miR-92a-3p 

miR-210-5p 
 

miR-92a-5p 
mir-219 miR-219-5p 

 
mir-92b miR-92b-3p 

mir-252 
miR-252-3p 

 
mir-932 miR-932-5p 

miR-252-5p 
 

mir-956 miR-956-3p 
! !
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Tabela 7: miRNAs conservados entre os insetos analisados (continuação). 

mir-263a 
miR-263a-3p 

 
mir-956 miR-956-5p 

miR-263a-5p 
 

mir-957 miR-957-3p 
mir-263b miR-263b-5p 

 
mir-965 miR-965-3p 

mir-275 
miR-275-3p 

 mir-970 
miR-970-3p 

miR-275-5p 
 

miR-970-5p 

mir-276a 
miR-276a-3p 

 
mir-980 miR-980-3p 

miR-276a-5p 
 

mir-981 miR-981-3p 

mir-277 
miR-277-3p 

 
mir-989 miR-989-3p 

miR-277-5p 
 mir-993 

miR-993-3p 
mir-278 miR-278-3p 

 
miR-993-5p 

mir-279 
miR-279-3p 

 
mir-996 miR-996-3p 

miR-279-5p 
 

mir-998 miR-998-3p 

mir-281 
miR-281-1-5p 

 
mir-999 miR-999-3p 

miR-281-3p 
 mir-9a 

miR-9a-3p 

mir-282 
miR-282-3p 

 
miR-9a-5p 

miR-282-5p 
 mir-9b 

miR-9b-3p 
mir-283 miR-283-5p 

 
miR-9b-5p 

mir-285 
miR-285-3p 

 mir-9c 
miR-9c-3p 

miR-285-5p 
 

miR-9c-5p 

mir-2a-1 
miR-2a-1-5p 

 mir-iab-4 
miR-iab-4-3p 

miR-2a-3p 
 

miR-iab-4-5p 
mir-2b miR-2b-3p 

    

Embora tenha sido observada a presença do precursor mir-iab-8 em A 

aegypti (descrito nesse trabalho) e sua anotação seja compartilhada entre os 

insetos avaliados, as replicatas utilizadas para mosquitos-palha (TABELA 3) não 

apresentaram expressão de miRNAs maduros oriundos desse precursor e por 

isso não foram indicados na TABELA 7. 

Um aspecto interessante sobre as sequências maduras, refere-se às 

alterações de origem do braço dos seguintes miRNAs: llo-miR-275a-5pinv-3p (o 

qual apresenta seed conservada com dme-miR-275-3p – derivado de D. 

melanogaster) e llo-miR-2778-5pinv-3p (o qual apresenta seed conservada com 

bmo-miR-2778-3p – derivado de Bombyx mori). Como indicado, a nomenclatura 

foi sugerida para evitar-se interpretações errôneas, uma vez que a ortologia de 

um miRNA é utilizada para propor sua nomenclatura. Tais alterações não foram 

encontradas entre os miRNAs de A. aegypti.  

Diferente do que fora reportado em trabalhos anteriores (Marco et al., 

2010; Griffiths-Jones et al., 2011), essa mudança não se trata da variação na 

origem do braço mais processado (5p ou 3p entre diferentes organismos e 
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conhecida como switch ou shift), tampouco miRNA espelho. Trata-se sim, de um 

miRNA de mesma seed que deriva de braços diferentes em organismos distintos. 

Entretanto, é factível sugerir que esses miRNAs possuam alvos diferentes, visto 

que já foram reportadas contribuições de nucleotídeos fora da seed no 

reconhecimento do mRNA alvo (Revisado por Bartel, 2009).  

5.4 Origem genômica 

No início dos estudos de miRNAs, eram creditadas às regiões intergênicas 

a responsabilidade por codificá-los! (Kim, 2005). Contudo, trabalhos posteriores 

em diversos organismos têm demonstrado que regiões codificadoras de proteínas 

(ou exônicas)! podem codifica-los! (Slezak-Prochazka et al., 2013). O mesmo se 

aplica aos íntrons, os quais também são capazes de codificar miRNAs funcionais 

(Kim e Kim, 2007; Ruby et al., 2007; Ramalingam et al., 2014). Além disso, alguns 

trabalhos sugerem que os alvos variam segundo a origem genômica do miRNA 

(Berillo et al., 2013). Nesse caso miRNAs intrônicos tendem a regular os genes do 

qual derivam (Hinske et al., 2010), por exemplo. 

Diante do exposto, torna-se importante saber a origem do miRNA segundo 

sua posição no genoma. Para isto, os miRNAs foram categorizados em: exônicos, 

intrônicos ou intergênicos e a comparação entre as origens genômicas de todos 

os miRNAs anotados após predição pelo miRDeep2 e anotados está indicada na 

FIGURA 10. 

!
Figura 10: Origem genômica dos miRNAs. A origem genômica dos miRNAs foi dividida em três 
categorias (exônica, intergênica e intrônica) e sua contribuição percentual foi verificada para cada 
organismo estudado. Llo: Lutzomyia longipalpis; Aae: Aedes aegypti; Dme: Drosophila 
melanogaster. 
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Observa-se que em Lutzomyia longipalpis a proporção de miRNAs 

derivados de éxons e de íntrons é bastante similar. O percentual de miRNAs 

exônicos encontrados nesse organismo é próximo ao encontrado em Drosophila 

melanogaster.  Em contraste, em Aedes aegypti esse valor é superior a 50% e 

corresponde à soma dos percentuais de miRNAs derivados de íntrons e éxons em 

Lutzomyia longipalpis. 

Por outro lado, o número de miRNAs de origem intrônica em Aedes aegypti 

corresponde a aproximadamente 12% de todos os miRNAs encontrados no 

genoma disponível desse inseto. Além disso, esse percentual aproxima-se do 

encontrado em Drosophila melanogaster para mesma categoria. 

Tais análises, entretanto, podem apresentar viés decorrente dos estados 

de montagem e anotação do genoma de cada organismo, sendo dos genomas 

analisados o da mosca da fruta melhor caracterizado. Nesse caso, a 

caracterização da montagem do genoma pode melhorar os aspectos de sua 

anotação, afetando, por exemplo, a informação de que uma determinada posição 

refere-se à um éxon ao invés de um íntron. Em suma, os resultados encontrados 

parecem refletir as diferenças da montagem dos genomas e não apresentam 

significado biológico. 

5.4 Expressão dos miRNAs 

5.4.1 Expressão geral 

A FIGURA 11 apresenta a expressão normalizada (RPM) dos miRNAs 

compartilhados pelas três espécies e ordenados segundo expressão em 

Drosophila melanogaster. 



Resultados*e*Discussão*

! 56!

 
 
 

Figura 11: Média da expressão normalizada (RPM) dos miRNAs conservados entre as três 
espécies estudadas. As médias consistem na expressão do miRNA na triplicata de bibliotecas 
analisadas para cada organismo. Os miRNAs foram ordenados segundo a expressão em Dme. 
Em vermelho: miRNA discutido no texto. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila 
melanogaster; Aae: Aedes aegypti; miR: miRNA; RPM: sequências por milhão. 

!
É possível observar a similaridade dos níveis de expressão dos miRNAs 

presentes no terço superior dos gráficos e maior variação no terço inferior. No 

terço superior, são encontrados miRNAs muito expressos. O oposto ocorre no 

terço inferior.  
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Uma exceção à similaridade encontrada nos miRNAs mais expressos é 

vista em miR-33-5p. A mudança de braço de miR-33 já fora reportada em 

trabalhos anteriores onde Tribolium castaneum apresenta dominância do braço 

3p, de modo semelhante ao observado em Aedes aegypti e em Lutzomyia 

longipalpis (Marco et al., 2010). Esse resultado indica que essa mudança ocorreu 

após o último ancestral comum dos organismos avaliados nesse trabalho, em D. 

melanogaster. 

Para verificar a existência de padrões de expressão entre os miRNAs 

conservados, todos os 109 miRNAs foram avaliados segundo a similaridade de 

expressão entre os insetos. Assim, miRNAs cuja expressão variou pelo menos 

1,5σ do ratio entre dois organismos foram considerados “discrepantes” e os 

miRNAs com variação inferior a 1,5σ, por sua vez, foram classificados como 

“similares”. Foram utilizados 11 miRNAs de cada grupo para análises de padrão 

de expressão entre os insetos. A TABELA 8 apresenta os miRNAs utilizados, a 

expressão (RPM) em cada espécie e o grupo em que este miRNA fora 

classificado, segundo similaridade de expressão entre os organismos.  

 
 

Tabela  8: miRNAs escolhidos segundo similaridade de sua expressão entre os insetos 
analisados para realização de análises estatísticas a fim de identificar padrões de 
expressão. 

miRNA 

Expressão 
(RPM) 

Lutzomyia 
longipalpis 

Expressão (RPM) 
Drosophila 

melanogaster 

Expressão (RPM) 
Aedes aegypti 

Tipo de 
expressão 

miR-33-5p 64 9501 31 Discrepante 
miR-14-5p 1247 397 23 Discrepante 
miR-33-3p 2 71 16 Discrepante 

miR-993-5p 82 59 3 Discrepante 
miR-307a-3p 788 13 255 Discrepante 

miR-7-3p 7 12 1655 Discrepante 
miR-970-5p 4 11 588 Discrepante 

miR-1-5p 36 8 18238 Discrepante 
miR-87-3p 12 6 1852 Discrepante 
miR-5-5p 223 4 10 Discrepante 

miR-13b-5p 264 2 238 Discrepante 
miR-34-5p 13617 142885 32587 Similar 
miR-14-3p 47059 71362 24422 Similar 
miR-1-3p 32925 69713 63749 Similar 
let-7-5p 5318 20765 5230 Similar 

miR-9a-5p 1896 10752 1674 Similar 
miR-305-5p 3010 9349 2024 Similar 
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Tabela 8: miRNAs escolhidos segundo similaridade de sua expressão entre os insetos 
analisados para realização de análises estatísticas a fim de identificar padrões de 
expressão. 
(continuação) 

miR-996-3p 2193 8976 1573 Similar 
miR-2b-3p 648 8724 4609 Similar 
miR-8-5p 8152 8565 1947 Similar 
miR-7-5p 3262 5117 3596 Similar 

 

 

Como é possível verificar na TABELA 8, a expressão de cada braço de um 

mesmo precursor independe do outro. Deste modo, ocorre fina regulação entre 

eles, podendo existir miRNAs com perfis distintos: miR-1-3p, por exemplo, 

apresentou maior similaridade entre L. longipalpis, D. melanogaster e A. aegypti 

que miR-1-5p – o qual, segundo classificação adotada, foi incluído no grupo 

“discrepante”. O mesmo ocorreu com mir-7, o qual gerou miR-7-5p – de 

“expressão similar” entre os organismos, e miR-7-3p – cuja expressão fora 

classificada como “discrepante”. Além disso, a expressão de ambos os grupos 

(similar e discrepante) apresenta diferenças estatisticamente significativas (Figura!
12), sendo o grupo classificado como “similar”, o que apresenta maior expressão 

(p = 0,002006 ~ 95%). 

 

 
 
 

Figura 12: Boxplot da comparação de expressão (RPM) dos miRNAs classificados como de 
“expressão similar” e “expressão discrepante” entre os insetos estudados. A análise refere-
se aos RPMs de expressão de cada miRNA em cada organismo. Similar: miRNAs cuja expressão 
variou menos que 1,5σ do ratio de expressão RPM em dois organismos; Discrepante: miRNAs 
cuja expressão variou pelo menos 1,5σ do ratio de expressão RPM de dois organismos; RPM: 
sequências por milhão. 

 

De forma resumida, parece haver dois padrões de expressão: os miRNAs 

altamente expressos, que tendem a manter níveis semelhantes entre as espécies, 
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e os miRNAs com expressão classificada como discrepante, que tendem a 

possuir baixa expressão. Outro dado interessante refere-se ao fato de não haver 

padrão que caracterize as diferenças estatísticas globais dos grupos de miRNAs 

discrepantes derivados de D. melanogaster quando comparados aos mesmos 

miRNAs das demais espécies. Essas análises permitem sugerir que os miRNAs 

cuja expressão fora maior (e similar) entre os organismos desempenhem funções 

importantes nos três insetos. Por outro lado, a inexistência de diferenças 

estatísticas globais entre os miRNAs de padrão discrepante entre as espécies 

(isto é, quando se avalia o grupo, invés de um ou outro miRNA isoladamente) 

sugere que estes estejam sofrendo pressões evolutivas similares. 

A comparação par a par entre os valores de RPM de todos os 109 miRNAs 

conservados é apresentada na FIGURA 13. Nela observam-se Coeficientes de 

Determinação (R2) acima de 0,6 para todos os pares testados – isto é, os níveis 

de expressão dos 109 miRNAs conservados entre as espécies são 

estatisticamente comparáveis. Além disso o teste de correlação de Pearson 

apresentou significância estatística em todas as análises (p < 2,2e-16, 95% de 

confiança) e é possível identificar maior correlação dos níveis de miRNAs 

conservados entre Lutzomyia longipalpis e Aedes aegypti (R2 = 0,802), seguidos 

da correlação entre Aedes aegypti e Drosophila melanogaster (R2 = 0,790) e entre 

Lutzomyia longipalpis e Drosophila melanogaster (R2 = 0,692). Esses resultados 

são condizentes com a filogenia entre os insetos estudados FIGURA 7. 
 

 

 
 
!

Figura 13: Comparação par a par dos níveis de expressão (RPM) de miRNAs 
compartilhados entre os três insetos. Foram utilizados todos os miRNAs compartilhados entre 
as espécies estudadas. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: Aedes 
aegypti; RPM: sequências por milhão. 

 

 

Foram avaliados ainda, os 20 miRNAs mais expressos em cada inseto 

analisado (TABELA 9). Os resultados encontrados estão de acordo com dados da 

literatura, nos quais: bantam; miR-184; miR-8; miR-34 e let-7 são alguns dos 
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miRNAs mais expressos em culturas de células e em tecidos (embrionário, ovário, 

testículos e cabeça) de Drosophila melanogaster (Wen et al., 2014). 

 
 

Tabela 9: 20 miRNAs mais expressos em cada organismo. 
Lutzomyia longipalpis 

Ordem miR RPM Total % do Total 

1 llo-miR-277-3p 67641,35 16,24 

2 llo-miR-14-3p 47059,48 11,30 

3 llo-miR-1-3p 32925,33 7,91 

4 llo-miR-8-3p 31837,02 7,65 

5 llo-miR-276a-3p 26573,75 6,38 

6 llo-miR-317-3p 20976,05 5,04 

7 llo-miR-281-1-5p 14802,76 3,55 

8 llo-miR-281-3p 13624,59 3,27 

9 llo-miR-34-5p 13616,84 3,27 

10 llo-miR-184-3p 10474,13 2,52 

11 llo-miR-252-5p 9037,57 2,17 

12 llo-miR-278-3p 8965,75 2,15 

13 llo-miR-306-5p 8704,21 2,09 

14 llo-miR-8-5p 8151,78 1,96 

15 llo-miR-981-3p 7033,37 1,69 

16 llo-bantam-3p 5593,67 1,34 

17 llo-miR-2a-1-3p 5589,41 1,34 

18 llo-let-7-5p 5318,42 1,28 

19 llo-miR-275a-5p 5311,10 1,28 

20 llo-miR-970-3p 4226,23 1,01 
Drosophila melanogaster 

Ordem miR RPM Total % do Total 
1 dme-miR-34-5p 142885,48 18,68 

2 dme-miR-14-3p 71362,07 9,33 

3 dme-miR-1-3p 69713,15 9,11 

4 dme-miR-276a-3p 60131,82 7,86 

5 dme-miR-8-3p 57469,13 7,51 

6 dme-miR-277-3p 53221,31 6,96 

7 dme-bantam-3p 38795,42 5,07 

8 dme-miR-317-3p 26738,55 3,50 

! !
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Tabela 9: 20 miRNAs mais expressos em cada organismo (continuação).!
9 dme-miR-184-3p 23914,68 3,13 

10 dme-let-7-5p 20764,86 2,71 

11 dme-miR-956-3p 13308,91 1,74 

12 dme-miR-9a-5p 10751,68 1,41 

13 dme-miR-33-5p 9501,22 1,24 

14 dme-miR-305-5p 9348,85 1,22 

15 dme-miR-996-3p 8976,06 1,17 

16 dme-miR-2b-3p 8723,59 1,14 

17 dme-miR-8-5p 8565,46 1,12 

18 dme-miR-2a-3p 8476,52 1,11 

19 dme-miR-252-5p 7241,38 0,95 

20 dme-miR-210-3p 7191,17 0,94 
Aedes aegypti 

 miR RPM Total % 

1 aae-miR-1-3p 63748,63 15,94 

2 aae-miR-277-3p 41031,54 10,26 

3 aae-miR-34-5p 32587,41 8,15 

4 aae-miR-8-3p 30742,43 7,69 

5 aae-miR-14-3p 24421,66 6,11 

6 aae-miR-1-5p 18237,67 4,56 

7 aae-miR-276-3p 17787,27 4,45 

8 aae-miR-281-5p 17721,45 4,43 

9 aae-miR-317-3p 17393,98 4,35 

10 aae-miR-318-3p 17393,98 4,35 

11 aae-bantam-3p 12410,02 3,10 

16 aae-miR-184-3p 10521,15 2,63 

17 aae-miR-989-3p 10016,32 2,50 

18 aae-miR-281-3p 7271,58 1,82 

19 aae-let-7-5p 5230,40 1,31 

20 aae-miR-2b-3p 4608,66 1,15 

 

De forma surpreendente, dos 20 miRNAs mais expressos em cada 

organismo, 10 destes são conservados e compartilham também o ranking dos 

mais expressos em cada organismo (FIGURA 14). Além disso, todos foram 

classificados como “similarmente expressos” nas análises anteriores. Dos 10 

miRNAs, 8 derivam da região 3’ do precursor e apenas os miRNAs let-7-5p e miR-

277-5p são oriundos da extremidade oposta.  
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Figura 14: Comparação entre os percentuais de 10 dos miRNAs mais expressos em cada 
organismo. Dos 20 miRNAs mais expressos em cada inseto, 10 são compartilhados entre os três 
organismos. Destes, 8 derivam da região 3’ de seu respectivo precursor. MiR-8-3p e miR-184-5p 
contribuem com percentual quase idêntico para o total de miRNAs em cada inseto. Llo: Lutzomyia 
longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: Aedes aegypti. 

 

Outro dado interessante refere-se à expressão de miR-8-3p e miR-184-3p, 

os quais contribuem com percentuais muito similares em cada espécie – sendo 

miR-8-3p o mais expresso. É importante mencionar que a identificação de miR-8-

3p se deu por comparação com espécies próximas, demonstrando o impacto da 

qualidade dos genomas de referências em diversos estudos e reforçando a 

robustez do pipeline desenvolvido no presente trabalho. 

Além dos miRNAs conservados entre os três diferentes insetos, o perfil de 

expressão dos miRNAs não-conservados também foi verificado FIGURA 15. 
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Figura 15: Média da expressão normalizada (RPM) dos miRNAs não-conservados entre as 
três espécies estudadas. As médias consistem na expressão do miRNA na triplicata de 
bibliotecas analisadas para cada organismo. Cada espécie contém números diferentes de miRNAs 
não-conservados com os demais insetos estudados e alguns desses miRNAs foram anotados no 
presente trabalho. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: Aedes 
aegypti; miR: miRNA; RPM: sequências por milhão. 
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Como pode-se perceber, o número de miRNAs não-conservados varia 

entre as espécies. Além disso, os miRNAs não-conservados derivados de D. 

melanogaster tendem a apresentar expressão menor que o observado nos 

miRNAs conservados desta espécie (Kruskal-Wallis teste: p < 2,2e-16). Para os 

demais organismos, não há diferenças estatísticas significativas entre ambos os 

grupos (em L. longipalpis – Kruskal-Wallis teste: p = 0,2063; em A. aegypti – p = 

0,01355).  

5.4.2 Expressão dos miRNAs segundo origem no precursor  

A especificidade dos alvos é dada pela escolha da fita de RNA a ser 

inserida no complexo RISC, o que constitui etapa fundamental do processamento 

do pre-miRNA. Essa escolha é feita pela enzima Ago1 através das características 

termodinâmicas do duplex nela carregado, onde a extremidade 5’ do duplex que 

apresenta menor estabilidade é escolhida como miRNA maduro, uma vez que 

esta região será acomodada no domínio MID da proteína supracitada! (Khvorova 

et al., 2003; Schwarz et al., 2003; Okamura et al., 2009). 

Além dessas características, o não pareamento dos 4 primeiros 

nucleotídeos da extremidade 5’ (Schwarz et al., 2003) e mismatches entre o 

duplex na região da seed e na região 3’-mid (nucleotídeos 12-15) (Kawamata et 

al., 2009) são características de escolha da fita que irá compor o complexo RISC 

maduro (miRISC) e a alteração de uma único nucleotídeo é suficiente para a 

mudança no carregamento do miRNA maduro, como apresentado por Schwarz e 

colaboradores (2003). 

É importante salientar que a proteína Ago2 também pode ser carregada 

com uma das fitas do duplex de miRNA, mediando a clivagem de alvos 

complementares a ela (Doerks et al., 2002; Forstemann et al., 2007; Czech et al., 

2009; Ghildiyal et al., 2010). Todavia, os padrões das sequências envolvidos 

nesse processo são diferentes dos envolvidos no carregamento pela Ago1. 

Outro ponto que merece destaque refere-se à preferência da expressão de 

um ou outro braço do pre-miRNA em diferentes espécies, o que reflete processos 

evolutivos distintos sofridos pelas espécies (Marco et al., 2010; Griffiths-Jones et 

al., 2011). Diante dessas informações, estudar a conservação dos miRNAs 
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segundo a origem do braço do precursor pode fornecer pistas evolutivas 

significativas sobre os processos de seleção envolvidos. 

Para isso, a expressão em escala logarítmica do RPM de cada braço dos 

grampos que apresentaram anotação conservada entre A. aegypti, D. 

melanogaster e L. longipalpis foi comparada entre eles e os resultados são 

apresentados na FIGURA 16. Valores positivos indicam maior expressão do braço 

5p. Valores negativos indicam, por sua vez, o oposto. Valores acima e abaixo de 

1e+05 e 1e-04 indicam expressão apenas do braço 5p e 3p, respectivamente. 
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Os perfis encontrados são bastante similares entre os organismos e parece 

haver preferência de expressão do braço 3p em todos eles. Além disso, observa-

se distribuição mais uniforme (e próxima do eixo central) na mosca da fruta que 

nos demais organismos. Em outras palavras, D. melanogaster parece gerar 

miRNAs de ambos os braços de um mesmo precursor em proporções mais 

próximas que L. longipalpis e A. aegypti. 

A partir da FIGURA 16 podem ser destacados alguns pontos (miRNAs 

marcados em vermelho):  

a) Os ratios de miR-34 – o qual é herdado maternalmente (Soni et al., 

2013); de let-7 de e bantam são bem similares entre os insetos e 

corrobora dados de expressão discutidos no item 5.4.1; 

b) O precursor mir-956 gera miRNAs em ambos os braços com expressão 

quase idêntica em A. aegypti; 

c) Diferentemente dos demais organismos, mir-989 e mir-278 geram 

apenas o braço 3p em L. longipalpis. Trabalhos anteriores reportam 

processos de regulação celular e migração como alvos de miR-989!
(Kugler et al., 2013) e controle da homeostase energética como 

principal processo controlado por miR-278 (Doerks et al., 2002) ; 

d) Apenas o braço 5p é gerado pelos precursores mir-12 e mir-283 em L. 

longipalpis; 

e) Ocorre mudança de braço para os mir-275 e mir-279 em L. longipalpis. 

Em A. aegypti e em D. melanogaster, diferentemente do organismo 

anterior, 3p constitui o braço mais expresso e dessa forma, espera-se 

que os alvos desses miRNAs não sejam conservados (Marco, 

Macpherson, et al., 2012); 

f) O precursor mir-13 gera somente o braço 3p em D. melanogaster; 

g) Apenas D. melanogaster apresenta o braço 5p de mir-999; 

h) Somente A. aegypti apresenta o braço 5p de mir-957; 

i) Em todos os organismos, mir-263b gera apenas o braço 5p. 

Além disso, foram feitos testes de correlação de Pearson, tendo sido 

encontrados os índices de: 0,325 (entre A. aegypti e L. longipalpis, p < 0,007141, 

95% de confiança); 0,361 (entre L. longipalpis e D. melanogaster, p < 0,002688, 

95% de confiança); 0,489 (entre A. aegypti e D. melanogaster, p < 2,675e-05, 

95% de confiança). Todavia, as correlações encontradas parecem indicar que 
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este não é um bom modelo para esse tipo de análise, uma vez que o perfil 

apresentado (maior correlação entre A. aegypti e D. melanogaster, seguido da 

correlação entre D. melanogaster e L. longipalpis) não reflete a topologia da 

árvore filogenética das espécies estudadas (FIGURA 7) e difere do encontrado nas 

análises de correlação dos perfis de tamanho dos miRNAs conservados. De 

forma geral, observa-se que a expressão dos miRNAs é uma característica mais 

conservada que a razão entre os braços dos miRNAs derivados de um mesmo 

precursor. 

5.5 Padrões Moleculares: perfil de tamanho e preferência de base  

5.5.1 Preferência de Base 

Estudos anteriores demonstraram a existência de preferência do 

nucleotídeo uracila (U) na extremidade 5’ de miRNAs maduros! (Hu et al., 2009; 

Okamura et al., 2009; Ghildiyal et al., 2010; Seitz et al., 2011; Wang, 2013). Isso 

pode ser explicado pela interação dessa base com o domínio MID da proteína 

Ago1, e pela relativa facilidade na quebra de duas pontes de hidrogênio formadas 

entre adenina e uracila (A-U) quando comparado às três pontes formadas por 

guanina e citosina (G-C). Tais aspectos acabam por favorecer a escolha da fita de 

RNA que apresenta essa característica como miRNA maduro. 

Assim, foi realizada a verificação do nucleotídeo inicial de todas as 

sequências que mapearam nos miRNAs anotados e os resultados podem ser 

visualizados na FIGURA 17.  

! !
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Figura 17: Enriquecimento de base na região 5’ de todas as sequências mapeadas em 
miRNAs anotados para cada espécie. A análise mostra um enriquecimento de U na região 5’ de 
Llo, Dme e Aae, seguido de A e C. G, por sua vez teve a menor representatividade na posição 
inicial em todos os organismos que compõem o estudo. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: 
Drosophila melanogaster; Aae: Aedes aegypti; U: uracila; G: guanina; C: citosina; A: adenosina. 
 

Os resultados encontrados corroboram dados da literatura, uma vez que é 

observado enriquecimento majoritário de U na posição 5’ nos os miRNAs 

anotados para cada inseto. Além disso, como descrito em trabalhos prévios, o 

nucleotídeo adenina (A) é a segundo mais encontrado nesta posição nos miRNAs 

avaliados. Outros aspectos importantes referem-se ao alto grau de conservação 

dos percentuais de representatividade de cada base entre os insetos estudados e 

ao fato de a preferência por U na primeira posição da região 5’ (5’,1) ser 

conservada ao longo da evolução em diversos organismos como apresentado no 

trabalho de Wang (2013).  

A preferência de U como primeiro nucleotídeo é observada também 

quando são comparados miRNAs conservados e não conservados entre de cada 

espécie (FIGURA 18). No entanto, em L. longipalpis, observam-se que 

aproximadamente 8% dos miRNAs não-conservados apresentam o nucleotídeo 

guanina (G) na primeira posição, contrastando com menos de 1% do observado 

em miRNAs conservados. A diferença entre esses percentuais é 

significativamente estatística (Fisher: p<0,01). 
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Figura 18: Enriquecimento de base na região 5’ dos miRNAs anotados para cada espécie. A 
análise mostra um enriquecimento de U na região 5’ de Llo, Dme e Aae. Llo: Lutzomyia 
longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: Aedes aegypti; U: uracila; G: guanina; C: 
citosina; A: adenosina. 
 

De forma geral, a preferência por U na primeira base sugere que a Ago1 

manteve a seleção da extremidade 5’ do duplex que apresenta a maior 

instabilidade como miRNA maduro ao longo da evolução. 

5.5.2 Perfil de tamanho das sequências mapeadas nos miRNAs 

Os resultados encontrados na análise do perfil de tamanho das sequências 

mapeadas nos miRNAs são apresentados na FIGURA 19. Os miRNAs foram 

plotados em ordem decrescente de expressão em Drosophila melanogaster.  
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Figura 19: Heatmap do perfil de tamanho das sequências mapeadas nos miRNAs 
conservados de cada espécie. Os miRNAs foram ordenados de acordo com a expressão em 
Dme. Legendas em vermelho: Perfil discrepante; Em azul: Perfil idêntico; Em verde: Perfil 
similar; Caixas no Heatmap: miRNAs discutidos no texto; Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: 
Drosophila melanogaster; Aae: Aedes aegypti.  
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A maioria das sequências mapeadas nos miRNAs maduros (63 de 109) 

possui tamanho bastante similar (em torno de 22 nt) entre os organismos 

estudados. Esse número corresponde a aproximadamente 58% de todos os 

miRNAs avaliados. Como exemplo, tem-se os o perfil encontrado em: miR-34-5p, 

miR-14-3p, miR-133-3p, miR-306-5p, miR-1-5p e miR-999-3p.  

Entretanto, foram encontradas sequências mapeadas em miRNAs 

conservados cujo perfil de tamanho entre as espécies varia consideravelmente. 

Nesse grupo figuram, por exemplo, miR-210-3p, miR-989-3p, miR-31a-5p, miR-

318-3p, miR-12-5p, miR-279-3p, bantam-5p, miR-275-5p e miR-79-5p.  

A variação desse perfil não parece estar relacionada à expressão do 

miRNA, uma vez que dos 46 miRNAs que apresentaram mapeamento diferente 

entre pelo menos duas espécies, apenas 5 variaram também a expressão. 

Os miRNAs com perfil de tamanho variável não ocorreram devido à 

comparação com organismos próximos uma vez que alguns dos miRNAs 

anotados por essa estratégia apresentaram perfil de tamanho idêntico entre as 

três espécies (miR-989-3p, miR-276a-3p, miR-8-3p, miR-305, miR-996-3p, miR-

282-5p, miR-929-3p, miR-1-5p entre outros). 

A fim de avaliar quantitativamente a contribuição de cada tamanho das 

sequências mapeadas em todos os miRNAs conservados (por espécie), foi feita a 

normalização por Z-score. A FIGURA 20 corrobora os resultados apresentados no 

heatmap (FIGURA 19). Nela é observado que miRNAs conservados entre insetos 

da ordem Diptera estudados tendem a ter tamanho preferencial de 22 nt, 

conforme esperado.  
 

 

 
 

Figura 20: Perfil de tamanho dos miRNAs conservados entre os insetos estudados através 
da normalização por Z-score. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: 
Aedes aegypti; nt: nucleotídeo. 
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O teste de Pearson apresenta pequena diferença na correlação dos 

organismos do que fora apresentado em 5.4.2. Nestas análises, é observada 

maior correlação entre L. longipalpis e A. aegypti (p < 0,786, 95% de confiança), 

seguido de A. aegypti e D. melanogaster (p < 0,776, 95% de confiança) e D. 

melanogaster e L. longipalpis (p < 0,751, 95% de confiança). Em suma, observa-

se alta correlação entre nos perfis de tamanho dos miRNAs das espécies 

estudadas. 

A fim de entender as diferenças observadas nos perfis de alguns miRNAs, 

foi criado um sistema para atribuir valor a cada característica conservada. Neste, 

são atribuídos pesos à características analisadas. A contribuição dos scores 

parciais pode ser interpretada segundo TABELA 10.  

 

Tabela  10: Scores para avaliação das características dos miRNAs conservados 
Score Característica Significado 

2 Expressão Expressão conservada 
1 Expressão Expressão discrepante 
   

2 Perfil de tamanho Perfil idêntico nas 3 espécies 
1 Perfil de tamanho Perfil similar nas 3 espécies 
0 Perfil de tamanho Perfil discrepante entre as espécies 

Como é possível verificar, os scores parciais variaram entre 0 e 2, segundo 

característica avaliada. O perfil de tamanho apresenta três atribuições possíveis: 

a) perfil idêntico – quando heatmap!apresentou prevalência de tamanho idêntica 

em todos os organismos, como observado em miR-14-5p; b) perfil similar – 

quando o heatmap!apresentou dominância por um tamanho mas houve variação 

em um ou mais heats (miR-5-5p, por exemplo, apresenta dois tamanhos possíveis 

em Lutzomyia longipalpis e Aedes aegypti, mas há dominância do tamanho de 22 

nt em todas as espécies); c) perfil discrepante – quando não é possível identificar 

as similaridades mencionadas anteriormente (como miR-190-3p, o qual não 

apresenta dominância de um tamanho específico em L. longipalpis; é encontrado 

em pelo menos 3 tamanhos distintos em D. melanogaster e em apenas um 

tamanho em A. aegypti). 

Como indicado na TABELA 11, foram encontrados 22 miRNAs com score 

igual a 4, o que significa conservação de todas as características avaliadas entre 

os insetos estudados, incluindo identificação através do programa miRDeep2 e 

curadoria manual. 
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Tabela  11: miRNAs com todas as características conservadas (anotação pela mesma 
metodologia, tamanho e expressão conservados) entre os diferentes insetos estudados. 

miR Score 
Tamanho 

Score 
Expressão Score total Interpretação 

miR-14-3p 2 2 4 Controle 
miR-277-3p 2 2 4 Controle 
miR-317-3p 2 2 4 Controle 
miR-956-3p 2 2 4 Controle 
miR-11-3p 2 2 4 Controle 

miR-92b-3p 2 2 4 Controle 
miR-125-5p 2 2 4 Controle 
miR-970-3p 2 2 4 Controle 
miR-999-3p 2 2 4 Controle 
miR-316-5p 2 2 4 Controle 
miR-133-3p 2 2 4 Controle 
miR-965-3p 2 2 4 Controle 
miR-993-3p 2 2 4 Controle 
miR-100-5p 2 2 4 Controle 
miR-277-5p 2 2 4 Controle 

miR-iab-4-5p 2 2 4 Controle 
miR-137-3p 2 2 4 Controle 
miR-11-5p 2 2 4 Controle 

miR-927-5p 2 2 4 Controle 
miR-184-5p 2 2 4 Controle 
miR-100-3p 2 2 4 Controle 

miR-133-5p 2 2 4 Controle 

 

Com o objetivo de entender a divergência dos perfis de tamanho de alguns 

miRNAs, sem a influência de quaisquer outras variáveis, 14 miRNAs do grupo 

“Variação de tamanho” foram escolhidos para análises mais detalhadas de 

estrutura do precursor cujas observações feitas foram comparadas às de 14 

miRNAs do grupo “Controle”. Esses miRNAs são apresentados na tabela (TABELA 

12).!
 
!  
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Tabela  12: miRNAs escolhidos para avaliação de perfil de tamanho dos precursores.  
miR Grupo 

miR-14-3p Controle 
miR-277-3p Controle 
miR-317-3p Controle 
miR-11-3p Controle 

miR-92b-3p Controle 
miR-125-5p Controle 
miR-970-3p Controle 
miR-999-3p Controle 
miR-316-5p Controle 
miR-133-3p Controle 
miR-965-3p Controle 
miR-993-3p Controle 
miR-100-5p Controle 

miR-iab-4-5p Controle 
miR-9a-5p Variação de Tamanho 
miR-2b-3p Variação de Tamanho 

miR-252-5p Variação de Tamanho 
miR-210-3p Variação de Tamanho 

miR-7-5p Variação de Tamanho 
miR-31a-5p Variação de Tamanho 
miR-9c-5p Variação de Tamanho 
miR-9b-5p Variação de Tamanho 

miR-279-3p Variação de Tamanho 
bantam-5p Variação de Tamanho 
miR-190-3p Variação de Tamanho 
miR-13b-3p Variação de Tamanho 
miR-92a-3p Variação de Tamanho 
miR-275-5p Variação de Tamanho 

. 

 

 

Os resultados de tamanho do precursor e MFE – também do precursor – 

não foram estatisticamente diferentes nas comparações intra-espécies dos grupos 

“Variação de tamanho” e “Controle”. Todavia, foi observado maior tamanho de 

precursores e menores valores de MFE de sequências derivadas de Drosophila 

melanogaster quando comparadas aos demais organismos. Até o momento, estes 

achados não tiveram sua justificativa elucidada, embora especula-se que a 

expressão tecido-específica ou os alvos para cada um deles possam ter influência 

sobre o perfil de tamanho do miRNA. 

A diferença do tamanho dos miRNAs parece não se correlacionar com as 

alterações do padrão de expressão do miRNA entre as espécies, uma vez que de 

46 miRNAs que apresentaram variação no perfil de tamanho, apenas miR-33-3p, 

miR-993-5p, miR-970-5p e miR-7-3p pertencem ao grupo em que foram 
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observadas alterações de ambas as características (perfil de tamanho e alteração 

de expressão).  

Todavia, parece haver relação entre a razão de expressão dos braços 

5p/3p e o perfil de tamanho dos miRNAs. Essa relação se observa, por exemplo 

nos miRNAs miR-33-3p e miR-7-3p, cuja expressão dos braços 5p/3p é quase 

idêntica em A. aegypti, mas varia até 400 vezes nos demais organismos. 

Entretanto, a metodologia para avaliação dessas diferenças está em processo de 

desenvolvimento, bem como a implementação de scores que considerem a 

conservação da sequência do miRNA entre os organismos. 

Perfis diferentes de mapeamento das sequências são encontrados quando 

se comparam miRNAs não conservados entre as três espécies (FIGURA 21 e 

FIGURA 22).  
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Figura 21: Heatmap do perfil de tamanho das sequências mapeadas nos miRNAs não-
conservados de cada espécie. São apresentados somente miRNAs que tiveram expressão nas 
bibliotecas avaliadas. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila melanogaster; Aae: Aedes 
aegypti; miR: microRNA; nt: nucleotídeo. 

 

A princípio, podem-se identificar diferenças entre o tamanho preferencial 

de miRNAs por eles gerados. O heatmap sugere que L. longipalpis possui um viés 

para o tamanho de 23 nt. Em A. aegypti esse viés é apresentado no tamanho de 
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22 nt, embora alguns miRNAs sejam encontrados em tamanho bem distintos, 

como os miRNAs aae-new-10-3p e aae-new-3-3p. Esse resultado pode indicar 

uma preferência pela produção de tamanhos diferentes em tecidos distintos, 

como já foi reportado em trabalhos anteriores (Babak et al., 2004). Drosophila 

melanogaster, por outro lado, apresenta o maior espectro de tamanho, sendo 

possível inclusive, encontrar miRNA de 25 nt (dme-miR-962-5p). 

Quando verificada a contribuição de cada tamanho no número total de 

sequências mapeadas (FIGURA 22), a normalização por Z-score confirma os 

resultados do heatmap, isto é, há preferência de tamanho dos miRNAs espécie-

específica. 

 

 

 
Figura 22: Perfil de tamanho dos miRNAs não-conservados entre os insetos estudados 
através da normalização por Z-score. Llo: Lutzomyia longipalpis; Dme: Drosophila 
melanogaster; Aae: Aedes aegypti; nt: nucleotídeos; nt: nucleotídeo. 

 

Como mencionado, L. longipalpis apresentou Z-score maior para o 

tamanho de 23 nt e desvio-padrão elevado, devido ao baixo número de 

sequências analisadas. Em A. aegypti esse tamanho foi de 22 nt. Por outro lado, 

a contribuição dos tamanhos de 21 e 22 nt em D. melanogaster foi muito similar. 

Tais resultados sugerem a existência de pressão evolutiva para a 

conservação do tamanho do miRNA, além de sua sequência. Assim, há pelo 

menos duas explicações para a diferença no tamanho de miRNAs não 

conservados entre as espécies estudadas: a) esses miRNAs estão em processo 

de seleção purificadora; b) esses miRNAs têm como alvos genes não-essenciais 

ao inseto, porém foram selecionados por conferir alguma vantagem evolutiva.  

Como argumento a favor da hipótese definida em “a”, os miRNAs 

conservados surgiram há mais tempo que os miRNAs não-conservados, e deste 

modo sofreram o processo de seleção natural. Em contraste, os miRNAs não 
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conservados podem tratar-se de sinapomorfias desses organimos, não tendo 

sofrido as mesmas pressões. 

Como argumento a favor da hipótese apresentada em “b”, a pressão 

evolutiva sofrida pelos miRNAs seria menor, justificando a existência do tamanho 

diferente ao observado em miRNAs conservados.   

 Contudo, para responder  a essas questões, faz-se necessário avaliar os 

alvos desses miRNAs e o estabelecer dos processos biológicos em que eles 

participam. 

5.6 Considerações finais 

Neste trabalho mostrou-se que a via de miRNAs dos insetos da ordem 

Diptera estudados apresenta alta conservação do ponto de vista de sua 

biogênese, não se limitando à conservação proteica ou de sequência dos miRNAs 

como demonstrado em trabalhos anteriores. Foi observado que essa conservação 

se mantém em características tais como tamanho do miRNA e níveis de 

expressão, incluindo-se o braço mais expresso e análises estatísticas realizadas, 

além dos padrões moleculares que corroboram esses achados. Tais aspectos 

refletem a topologia da árvore filogenética dos organismos estudados, onde L. 

longipalpis e A. aegypti são mais próximos filogeneticamente entre si que entre D. 

melanogaster, o que demonstra que esse tipo de análise pode ser utilizado em 

estudos de filogenia.  

A existência do tamanho de miRNAs espécie-específico parece estar 

relacionada ao tempo de evolução da via de miRNAs. Neste caso, o fato de D. 

melanogaster ter surgido mais recentemente na escala evolutiva que A. aegypti e 

que L. longipalpis, justifica a existência do espectro de tamanho de miRNAs 

observado neste inseto, isto é, não houve tempo evolutivo suficiente para 

selecionar o tamanho desses miRNAs; 

A pressão evolutiva da via de miRNAs se aplica não somente à sequência 

dos miRNAs, mas também aos aspectos relacionados à sua biogênese. Deste 

modo, pode-se inferir que os pre-miRNAs também sofrem alta pressão para 

manter sua conformação estrutural, determinando a biogênese dos miRNAs. 
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6. Conclusões 

 A partir desse trabalho conclui-se:  

1. Foi desenvolvida uma metodologia robusta, que permite a identificação e 

caracterização dos miRNAs independente do estado e disponibilidade da 

anotação e do genoma de referência utilizado; 

2. Foi realizada a predição e anotação de 124 precursores de miRNAs, dos quais 

derivam 206 miRNAs maduros em Lutzomyia longipalpis. Além disso, este é um 

trabalho seminal, uma vez que não existem outros dados na literatura para 

miRNAs deste organismo; 

3. A anotação de miRNAs em Aedes aegypti, foi melhorada. O número de 

sequências maduras passou de 124 (miRNAs disponíveis no banco de dados 

miRBase – versão 21), para 208 – a partir deste trabalho. Esse acréscimo 

corresponde a 67,7% de todos os miRNAs anotados para esta espécie. Além 

disso, foram incluídas as origens no precursor, isto é, braço 5p ou 3p, para todos 

os miRNAs que não dispunham de tal anotação; 

4. A partir da metodologia proposta, foi possível identificar 9 novos precursores de 

miRNAs em A. aegypti e 30 novos precursores em L. longipalpis; 

5. Foram encontrados 70 precursores únicos e 109 miRNAs conservados entre os 

três insetos estudados; 

6. Existe alteração da origem de braço de dois miRNAs de L. longipalpis (llo-miR-

275a-5pinv-3p e llo-miR-2778-5pinv-3p). Isto significa que ambos os miRNAs 

derivam de braços distintos daqueles observados em seus respectivos 

ortólogos. Observação semelhante ainda não foi descrita na literatura;  

7. Existe alta conservação das características biológicas dos miRNAs conservados, 

tais como: preferência de base na região 5’; expressão; e perfil de tamanho;  

8. A razão da expressão entre os braços 5p/3p é a característica biológica menos 

conservada entre as três espécies estudadas; 

9. Quanto aos miRNAs não conservados, isto é, encontrados em apenas uma das 

espécies estudadas, esse número corresponde a 11 sequências em L. 

longipalpis, 26 em A. aegypti e 161 em D. melanogaster; 

10. Os miRNAs não conservados apresentaram perfis de tamanho divergentes entre 

as espécies quando comparados aos miRNAs conservados 
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7. Perspectivas 

1. Desenvolver o score de conservação da sequência dos miRNAs entre os 

organismos; 

2. Estabelecer a relação entre a variação dos perfis de tamanho e razão da 

expressão dos braços 5p e 3p dos miRNAs derivados de um mesmo 

precursor; 

3. Avaliar a composição nucleotídica dos miRNAs conservados com perfil de 

tamanho similar e com perfil de tamanho diferente entre os três insetos a 

fim de verificar a ocorrência de preferência de bases que justifique a o 

tamanho espécie-específico observado entre os miRNAs não conservados; 

4. Avaliar os alvos dos 109 miRNAs conservados entre os três insetos, 

estabelecer as vias biológicas envolvidas e verificar a conservação destas; 

5. Avaliar os alvos dos miRNAs não conservados entre os três insetos, 

estabelecer as vias biológicas envolvidas e verificar a divergência destas; 

6. Validar experimentalmente alvos compartilhados entre os três insetos. 
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