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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

Análise de variantes de splicing em homem e camundongo por uma abordagem de 
proteogenômica  

 
RESUMO 

 
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS 

 
Raphael Tavares da Silva 

 
Os avanços obtidos no estudo do transcriptoma pelo uso de sequenciadores de alta 
vazão e na proteômica por meio da espectrometria de massas, resultaram num 
grande volume de dados que passou a ser integrado em diversos estudos na 
Bioinformática. A proteogenômica é a área da pesquisa que reúne essas 
tecnologias, atuando na interface entre a genômica e a proteômica para interpretar 
eventos moleculares como, por exemplo, o splicing alternativo. Este evento é capaz 
de gerar RNAs mensageiros diferentes de um mesmo gene, podendo alterar a 
sequência polipeptídica após a tradução e consequentemente afetar a função das 
proteínas. Estudos utilizando dados de RNA-Seq, estimaram que até 90% dos genes 
humanos sejam afetados por este evento, expandindo assim, a capacidade de 
geração de proteínas com diferentes funções. Esta tese reúne o desenvolvimento e 
a aplicação de diferentes abordagens voltadas para a identificação de variantes de 
splicing em dados de espectrometria de massas de linhagens celulares e amostras 
de diferentes tecidos de homem e camundongo. Para tal, foram criados repositórios 
personalizados de sequências proteicas, constituídos por sequências canônicas e 
peptídeos digeridos in silico derivados de isoformas preditas computacionalmente. O 
primeiro repositório personalizado foi aplicado em dados de espectrometria de 
massas de uma linhagem de células T. Foram identificados 54 peptídeos oriundos 
de variantes de splicing que não seriam identificados utilizando repositórios 
tradicionais. O segundo repositório personalizado foi aplicado em dados de 
espectrometria de massas de uma linhagem celular de oligodendrócitos humanos. 
Foram identificadas 39 isoformas que apresentaram um perfil de atuação no 
citoesqueleto desse tipo celular, além de terem sua função discutida no âmbito do 
tecido cerebral. Algumas destas variantes de splicing tiveram a expressão de seus 
mRNAs confirmada experimentalmente (EEF1D, KRAS, MFF, SDR39U1 e SUGT1). 
Ademais, foram apresentadas propostas para atribuir maior confiabilidade às 
isoformas encontradas a partir do número de espectros e peptídeos únicos. O 
terceiro e quarto repositórios personalizados foram usados em dados de 
espectrometria de massas das regiões cerebrais de homem e camundongo. Para a 
composição desses repositórios foi utilizada a montagem de transcriptoma com 
genoma de referência e de novo para reconstrução de transcritos provenientes de 
corridas de RNA-Seq. Foram identificadas variantes de splicing já conhecidas e 
exclusivas derivadas da montagem de transcriptoma. Entre os genes das isoformas 
encontradas na região do corpo caloso de homem e camundongo, sete foram 
identificados como ortólogos (CDC42, TPM3, EEF1D, PKM, SEPT7, SET e RUFY3). 
Até o momento, as abordagens desenvolvidas indicam que a utilização de 
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repositórios proteicos personalizados e a montagem de transcriptoma contribuem 
para a identificação de isoformas anotadas e potencias variantes de splicing.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
Analysis of splicing variants of human and mouse by a proteogenomics approach  

 
ABSTRACT 

 
PHD THESIS IN SYSTEMS AND COMPUTATIONAL BIOLOGY 

 
RAPHAEL TAVARES DA SILVA 

 
Technological improvements in data generation in transcriptomics by next generation 
sequencers, and in proteomics by mass spectrometry resulted in a large volume of 
data, which is progressively becaming integrated in Bioinformatics studies. 
Proteogenomics is a research area in which these technologies are combined, acting 
in the interface of genomics and proteomics to elucidate molecular events, for 
instance, alternative splicing. This event is capable to alternatively process different 
mRNAs from the same gene, and its translation to polypeptide sequence may be 
affected, consequently influencing protein function. Studies using RNA-Seq 
estimated that at least 90% of human genes are subject to alternative splicing, 
expanding the number of functionally different proteins. The aim of this thesis  is the 
development and application of different approaches focused on alternative splicing 
isoforms in mass spectrometry data from cell lines and different samples from human 
and mouse tissues. For this purpose, we designed customized protein sequence 
repositories, composed by canonical sequences and in silico digested peptides from 
predicted isoforms. The first customized repository was applied to mass spectrometry 
data of a T cell line. We were able to identify 54 peptides derived by splicing variants, 
which could not be detected using canonical protein sequence repositories. The 
second customized repository was applied to mass spectrometry data of a human 
oligodendrocyte cell line. The 39 isoforms found are related to cytoskeleton in this 
cell type, and their functions in the cerebral tissue context have been considered. 
Five of these splicing variants were experimentally validated (EEF1D, KRAS, MFF, 
SDR39U1 e SUGT1). We propose an approach to assign reliability to the isoforms 
identified by their number of unique peptides and spectra. The third customized 
repository was applied to mass spectrometry data of brain regions from human and 
mouse. For this purpose, genome-guided and de novo transcriptome assembly were 
used to reconstruct transcripts from RNA-Seq data. We detected annotated 
alternative splicing isoforms as well as isoforms predicted by the computational 
transcriptome assembly. Comparing the isoforms identified in corpus callosum of 
human and mouse, seven were classified as orthologs (CDC42, TPM3, EEF1D, 
PKM, SEPT7, SET e RUFY3). The developed approaches show that customized 
protein repositories and transcriptome assembly contribute to identify annotated 
isoforms and potential alternative splicing variants. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 - Visão geral 

 

 O grande volume de dados produzidos pelas diferentes plataformas na 

genômica, transcriptômica e proteômica, criou desafios quanto ao seu 

armazenamento, processamento, visualização e interpretação. A conexão entre as 

informações obtidas por cada área conduz a uma necessária e frequente 

transferência de conhecimento entre diferentes campos da pesquisa em 

Bioinformática e Biologia Computacional. 

 O transcriptoma pode ser definido como um conjunto de todas as moléculas 

de RNA expressas em uma determinada célula, tecido ou em um organismo como 

todo (Blencowe et al., 2009). O transcriptoma de um organismo é composto por 

RNAs de diferentes origens e funções, podendo ser divididos em duas classes 

principais: mensageiros (mRNAs) e não codificadores de proteínas (ncRNAs) 

(revisto por Wery, 2011). Os ncRNAs vêm sendo caracterizados como importantes 

reguladores da atividade celular e ainda precisam de estudos mais aprofundados 

para o seu melhor entendimento apesar de algumas classes como, por exemplo, 

tRNA e rRNA já serem extensivamente estudados. Já os mRNAs compõem uma 

fração do transcriptoma que é responsável pela produção protéica de uma célula. 

Muito se sabe sobre os mecanismos de maturação de um mRNA, que em geral 

envolve a adição de uma guanina modificada na extremidade 5', a inclusão de uma 

cauda de adeninas na extremidade 3' e a retirada de regiões (íntrons) dos pré-

mRNAs, através de um evento molecular conhecido como splicing. 

 O splicing alternativo é um dos mecanismos moleculares capazes de 

aumentar significativamente o repertório protéico de um organismo (revisto por 

Hallegger et al., 2010). Este mecanismo ocorre geralmente durante a transcrição, 

pelo processamento alternativo de íntrons no pré-mRNA. Assim, diferentes 

transcritos (isoformas) são produzidos a partir de um mesmo gene, podendo ser 

traduzidos em proteínas diferentes. Desta forma, especula-se que o splicing 

alternativo seja um dos mecanismos que mais influencie na mudança do conjunto 

das cadeias polipeptídicas (revisto por Black, 2000). 

 Com o advento das novas tecnologias de sequenciamento conhecidas como 

Next Generation Sequencing (NGS) (revisto por Kircher & Kelso, 2010), o volume de 

informação disponível para a investigação e aplicação de estudos voltados para o 

genoma e transcriptoma humano aumentou drasticamente durante a última década. 
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No que tange ao mecanismo de splicing alternativo, a possibilidade da descoberta 

de isoformas inéditas faz com que esta tecnologia venha a ser utilizada como uma 

importante estratégia para a identificação de novos biomarcadores, auxiliando no 

acompanhamento de patologias e também para o desenvolvimento de novas 

ferramentas de diagnóstico (Tavares et al., 2015; Wajnberg e Passetti, 2016).  

 A Espectrometria de Massas (MS) (do Inglês, Mass Espectrometry) tem 

contribuído ao longo dos anos no campo da proteômica (Yates et al., 2009). O 

grande volume de peptídeos identificados possibilita a confirmação e quantificação 

de proteínas já conhecidas em diferentes condições. Além disso, é possível 

identificar peptídeos que caracterizem novas isoformas proteicas provenientes de 

diferentes eventos moleculares como promotores alternativos, poliadenilação 

alternativa e splicing alternativo (Figura 1.1). 

 
Figura 1.1 - Representação esquemática de eventos moleculares responsáveis pela 
diversidade proteica (retângulos em azul: éxons codificadores; retângulos em amarelo: 
regiões não codificadoras; seta verde: regiões promotoras; círculos roxos: fatores de 
transcrição; triângulos invertidos em vermelho: sítios de poliadenilação). 

  

 A proteogenômica é uma área de pesquisa que tem como proposta integrar 

dados de diferentes tecnologias (como o NGS e MS) e elucidar o fluxo de 

informação gerado desde a expressão gênica até a tradução dos RNAs mensageiros 

em proteínas. Desde então, diferentes abordagens têm sido criadas, proporcionando 

a identificação de potenciais isoformas dentro do contexto celular (revisto por 

Sheynkman, 2016). 
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1.2 - O splicing e a sua associação com doenças 
 

Um gene humano apresenta basicamente duas regiões que estão dispostas 

ao longo da fita do DNA e que participam diretamente do evento de splicing, sendo 

estas classificadas como éxons e íntrons. Éxons são sequências que possuem em 

média 145 nucleotídeos e que constitutivamente não são removidas durante o 

evento de splicing. Em contrapartida, íntrons são sequências aproximadamente 10 

vezes maiores em relação aos éxons, intercalados entre eles e que são removidas 

durante o evento de splicing (Lander et al., 2001). 

Trabalhos realizados no início dos anos 1980 investigaram a composição 

nucleotídica ao longo da sequência gênica com o objetivo de determinar os limites 

entre éxons e íntrons, e assim, auxiliar no entendimento do mecanismo de splicing 

(Breathnach e Chambon, 1981; Mount, 1982; Shapiro e Senapathy, 1987). Estes 

trabalhos apresentaram duas sequências consenso: a primeira localizada na junção 

éxon-íntron, caracterizado pela sequência [A|C]AG/GT[A|G]AGT, e a segunda, 

localizada na junção íntron-éxon, caracterizado pela sequência [C|T]N[C|T]AG/G, 

onde “/” representa o sítio de splice. Com o passar dos anos e o aumento da 

disponibilidade de dados de genomas completos, a presença destes dois perfis 

nucleotídicos foi encontrada em outros organismos, assim, reafirmando sua 

importância biológica (Mount et al., 1992; Burset et al., 2000).  

A partir destes estudos, verificou-se que aproximadamente 99% dos íntrons 

do genoma humano possuem o par de dinucleotídeos GU-AG em seus extremos 5’ 

e 3’, respectivamente (Modrek e Lee, 2002). Por fim, é possível observar ainda uma 

frequência do nucleotídeo guanina na última posição de cada éxon, além de uma 

região rica em pirimidina próxima ao extremo 3’ dos íntrons. Desta maneira, a 

literatura destaca três regiões fundamentais onde o maquinário enzimático 

responsável pelo splicing as identifica para a remoção dos íntrons: os sítios de splice 

5’ e 3’ (localizados nas junções entre éxon e íntrons) e o branch site, localizado 

aproximadamente a 100-150 nucleotídeos do sítio de splice 3’ (figura 1.2). 
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Figura 1.2 - Esquema identificando os principais nucleotídeos atuantes durante o evento de 
splicing (figura adaptada de Faustino e Cooper, 2003). 

 
Como exposto, a região que delimita um íntron foi extensamente investigada 

onde, por exemplo, foi avaliada a influência de padrões de sequência nessas 

regiões. Hiller e colaboradores estudaram a distribuição do padrão GYNGYN 

envolvidas em eventos de splicing alternativo em diferentes espécies. Em outro 

estudo, foi identificado que o padrão de repetição de sequências nos extremos 3' de 

éxons e íntrons de genes humanos codificadores de proteínas são maiores quando 

encontrados dentro do mesmo gene (Tavares et al., 2012). 

Apesar de ser um processo fundamentalmente co-transcricional, o splicing 

pode ocorrer tanto durante como após a transcrição. Quando realizado juntamente 

com processo de transcrição, o splicing permite uma integração funcional da 

transcrição e o maquinário de processamento de splicing, o que e poderia levar a 

sua mútua modulação. Quando ocorre após a transcrição, o splicing poderia facilitar 

a associação do maquinário enzimático do RNA e sua exportação para assim criar 

novas etapas na expressão gênica (Han et al., 2011).  

 O splicing alternativo é um mecanismo pelo qual múltiplos transcritos são 

gerados a partir da escolha de diferentes sítios de splice de um mesmo mRNA 

precursor (revisto por Kim et al., 2008) (Figura 1.3). 
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Figura 1.3 - Representação esquemática de um gene hipotético produzindo duas isoformas 
de mRNA por splicing alternativo do éxon 2 (E2). 

 

 A primeira sugestão do processamento alternativo de mRNA foi dada por 

Gilbert (1978) após a descoberta das regiões intragênicas (íntrons) em genes de 

eucariotos e também em Adenovirus. Gilbert propôs que diferentes combinações de 

éxons poderiam ser processados conjuntamente para produzir diferentes isoformas 

de mRNA de um mesmo gene. A proposta de Gilbert levaria futuramente a uma 

reformulação do dogma central da biologia molecular onde um gene geraria apenas 

um transcrito podendo este ser traduzido em uma proteína. 

 Estudos realizados no início da década de 1980 identificaram diversos genes 

onde foi possível caracterizar eventos de splicing alternativo (Early et al., 1980). Em 

1994, Sharp afirmou que apenas uma pequena fração dos genes em eucariotos 

superiores poderiam sofrer splicing alternativo. Hoje, esta estimativa é de que 

aproximadamente 90% dos genes humanos tenham transcritos sob a influência de 

eventos de splicing alternativo (Wang et al., 2008). Sendo assim, o genoma humano 

expande sua capacidade de produção de diferentes isoformas de uma mesma 

proteína, tendo como origem um único gene. 

A literatura relacionada a este mecanismo molecular identifica basicamente 

quatro eventos moleculares, classificados como: retenção de íntrons, uso alternativo 

de sítios de splice 5’, uso alternativo de sítios de splice 3’ e uso alternativo de éxons. 

É possível também identificar isoformas onde a presença de determinados éxons 
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está diretamente relacionada a ausência de outros e vice-versa, sendo este evento 

classificado como éxon mutualmente exclusivos (Figura 1.4). 

 
Figura 1.4 - Classificação dos eventos do splicing alternativo. Em verde estão representadas 

as regiões afetadas por cada tipo de evento, sendo E: éxon e I: íntron (Adaptado de 
Blewcome, 2006). 

 
A ocorrência de um evento de splicing alternativo em um mRNA pode 

depender do estágio celular, ser específico para um determinado tecido, depender 

das condições biológicas em que a célula se encontra ou estar relacionado ao 

desenvolvimento de uma patologia, como o câncer (revisto por Orengo e Cooper, 

2007; Ward e Cooper. 2010). Como consequência, as proteínas produzidas podem 

exibir um comportamento diferente e até mesmo antagonista ao seu original devido 

ao fato de possuírem propriedades estruturais distintas. Logo, o fenótipo resultante 

dependerá dos níveis de cada isoforma expressa (revisto por Florea et al., 2005). 
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 Estudos relacionando o splicing alternativo e determinadas patologias tem 

sido relatados ao longo dos anos na literatura (revisto por Wang e Cooper, 2007). 

Porém, grande destaque tem sido dado a sua associação com câncer, 

principalmente devido a relação de determinadas isoformas com o controle do ciclo 

celular e seu potencial para a aplicação de novos tratamentos.  

 A família de proteínas Bcl-2 que está envolvida na morte programada das 

células, a apoptose. Dentro desta família, existem duas isoformas em destaque, uma 

pró-apoptótica (Bcl-xS) e uma anti-apoptótica (Bcl-xL) que podem ser produzidas a 

partir de eventos de splicing alternativo e que possuem função antagônica (Schwerk 

e Schulze-Osthoff, 2005). Fatores de splicing como o SRSF1 também participam da 

regulação da apoptose podendo promover o câncer de mama (Anczuków et al., 

2012). 

 A terapêutica também se apresenta como uma área promissora para do 

desenvolvimento de tratamentos envolvendo transcritos oriundos de splicing 

alternativo. O fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) apresenta 

isoformas que podem promover ou inibir o desenvolvimento de uma nova 

microcirculação. O controle sobre as formas alternativas VEGF-A165 (pró-

angiogênica) e VEGF-A165 b (anti-antiangiogênica) ganham destaque no tratamento 

contra o câncer, já que a neovascularização é fundamental para o crescimento 

tumoral e seu possível papel na matástase. (Harper e Bates, 2008). Em outro estudo 

realizado por Elias e Dias (2008), foi demonstrado que a variante VEGF-121 tem sua 

expressão elevada a partir do momento em que células tumorais da mama e da 

próstata são submetidas a um pH reduzido devido a condições de hipóxia. 

 As isoformas também podem se destacar como uma importante estratégia 

não apenas para o diagnóstico, mas também no monitoramento do câncer. O 

receptor CD44 está relacionado a interações celulares (Goodison et al., 1999) e as 

variantes expressas pelo seu gene estão relacionadas com vários tipos de tumor 

(McFarlane et al., 2015; Tjhay et al., 2015; Hu et al., 2016). Outro exemplo é a 

detecção de algumas variantes do gene KLK3, responsável pela produção do 

antígeno PSA (do Inglês prostate-specific antigen). O monitoramento dos níveis 

séricos de PSA juntamente com a detecção de determinadas isoformas pode 

acarretar a uma diferenciação entre um câncer de próstata e uma hiperplasia 

prostática (Brinkman, 2004). 
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1.3 - Sequenciamento de alta vazão e o seu uso para a análise de 
transcriptomas 
 

Os sequenciadores de alta vazão (do Inglês Next Generation Sequencing; 

NGS) surgiram há aproximadamente dez anos possibilitando o sequenciamento de 

genomas e transcriptomas em quantidade sem precedentes (Nene et al., 2007; 

Mortazavi et al; 2010; Scally et al., 2012) e a criação de grandes projetos como o 

Projeto 1000 genomas (Sudmant et al., 2015), ENCODE (Dunham et al., 2012) e 

TCGA (The Cancer Genome Atlas Network, 2013). Com o passar dos anos, as 

plataformas de sequenciamento sofreram inovações que acarretaram na redução de 

seu custo-benefício e consequentemente no acesso desta tecnologia à pequenos 

laboratórios e instituições de pequeno porte (revisto por van Dijk, 2014).  

O processo de sequenciamento varia de acordo com a plataforma utilizada e 

consequentemente, o volume de dados e o tratamento aplicados a eles também 

(Metzker, 2010). Entretanto, o produto gerado pelo sequenciamento, conhecido 

como read, passa por tratamentos como remoção de adaptadores, filtro por 

qualidade e seleção a partir do tamanho da sequência (Williams et al., 2016). O tipo 

de read gerado também influencia na estratégia do estudo. Enquanto os Single-end 

auxiliam numa melhor contagem dos transcritos e sua expressão, os paired-end 

reads ajudam a resolver rearranjos cromossômicos como inserções, deleções e 

inversões (Ekblom e Wolf, 2014). 

O sequenciamento de alta vazão do transcriptoma ou RNA-Seq (do Inglês, 

RNA sequencing) também obteve avanços tanto para os RNAs não-codificadores 

(Zhao et al., 2016; Zhang et al., 2016) como também para os RNAs mensageiros 

(mRNA-Seq;  Herzel e Neugebauer, 2015; Tembe et al., 2014). No que tange a 

descoberta de potenciais transcritos processados alternativamente, os trabalhos 

abrangem diferentes áreas como câncer (Hong et al., 2016), doença de Alzheimer 

(Love et al., 2015) e sequenciamento de uma única célula (Welch et al., 2016). A 

quantificação dos transcritos expressos e principalmente sua expressão diferencial 

em diferentes condições também são abordagens estudadas (Aschoff et al., 2013).  

 Como a maioria dos sequenciadores ainda produzem reads com tamanhos 

limitados, há o desafio de recriar os transcritos completos provenientes dos dados 

de RNA-Seq. Desta forma, a montagem de transcriptoma é uma área que tem se 

desenvolvido nos últimos anos e contribuído para a identificação de variantes de 

splicing. 
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 A montagem de transcriptoma tem como objetivo recriar os transcritos a partir 

dos dados de RNA-Seq. Quando o genoma de um organismo é conhecido, este 

pode ser utilizado como referência, auxiliando na construção dos transcritos. 

Entretanto, quando o genoma de um determinado organismo não se encontra 

disponível, é utilizada a montagem de novo como estratégia. Demais grupos vêm 

utilizando as duas abordagens mencionadas como forma garantir um controle 

melhor quanto à construção dos transcritos (com genoma de refrência), bem como a 

identificação de novas isoformas de splicing alternativo (de novo) (Martin e Wang, 

2011). 

 Uma das formas de montar um transcriptoma é usar uma referência, também 

conhecida como ab initio. Esta abordagem tem como foco a construção dos 

transcritos através de grafos após o mapeamento dos reads no genoma. Os 

programas Cufflinks (Trapnell et al., 2010) e Scripture (Guttman et al., 2010) são os 

principais representantes desta abordagem, variando basicamente no modo de 

construção dos grafos. O primeiro tenta encontrar o menor conjunto de transcritos 

para inferir as junções dos íntrons no reads, ou seja, busca o menor caminho para a 

construção do grafo. Já o segundo, constrói grafos baseados na sequência 

genômica e procura pelos reads que complementam estes grafos. Apesar da 

necessidade de um volume de dados menor para realizar esta abordagem, a 

montagem com genoma de referência torna-se dependente da qualidade do genoma 

do organismo em estudo (Martin e Wang, 2011). 

 A montagem de transcriptoma de novo caracteriza-se pela construção dos 

transcritos sem utilizar um genoma de referência. Basicamente, a proposta é retirar 

as redundâncias dos reads e realizar a sobreposição destes para a montagem dos 

transcritos utilizando grafos de Brujin. Para esta abordagem, uma série de 

programas têm sido desenvolvidos, sendo eles: Trans-ABySS (Robertson et al., 

2010), EBARDenovo (Chu et al., 2013), KisSplice (Sacomoto et al., 2012) , IDBA-

Tran (Peng et al., 2013). Porém, segundo comparações feitas, os programas Trinity 

(Grabherr et al., 2011) e Oases (Schulz et al., 2012) tem se mostrado com 

desempenho mais satisfatório (Clarke et al., 2012; Lu et al., 2013). Esta abordagem 

tem como vantagem a sua utilização para aqueles organismos que não possuem 

seu genoma sequenciado e amplamente anotado. Entretanto, comparados os 

volumes de dados entre a montagem com genoma de referência e de novo, a 
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segunda necessita cobertura de 30 vezes para a construção hipotética dos 

transcritos (Martin e Wang, 2011). 

 A combinação entre as duas abordagens têm sido utilizada recentemente 

visando o aprimoramento da montagem de transcritos. Esta estratégia mista pode 

ser aplicada de duas formas: (a) alinhamento dos reads seguido da montagem com 

o genoma de referência e a montagem de novo para os reads não mapeados ou (b) 

montagem de novo com os reads para a formação dos contigs, seguido da utilização 

dos reads não-montados com um genoma de referência para estender estes contigs 

e ampliar a informação transcritômica (Figura 1.5). 

 
Figura 1.5 - Combinação de estratégias para a montagem de transcriptoma de novo e com 
genoma de referência (Figura adaptada de Martin e Wang, 2011) 
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1.4 - Proteômica 

 

 A Espectrometria de massas (MS; do Inglês, mass spectrometry) é uma 

técnica que tem sua origem no trabalho pioneiro de Thomson (1897), quando a 

relação de massa e carga do elétron foi determinada. O primeiro espectrômetro de 

massas foi desenvolvido por Dempster (1918) e seu aprimoramento realizado por 

Aston (1919), onde a relação de massa para carga (m/z) foi calculada de forma mais 

precisa. O trabalho de Munson e Field (1966) também se destaca pela a descoberta 

da ionização química, que possibilitou a análise de misturas e consequentemente a 

caracterização de peptídeos e açúcares (Meurer, 2003). Ao longo dos anos, a 

espectrometria de massas tem sido aprimorada em termos de equipamento e 

aplicações (revisto por Zhang e Rockwood, 2015).  

 A MS possui grande aplicação na proteômica (revisto por Domon e Aebersold, 

2006) para a determinação do perfil proteico de um organismo através de uma 

amostra proveniente de um tecido (Wilhelm et al., 2014) ou de uma única célula 

(Chen et al., 2016). Antes de ser inserida no espectrômetro de massas, a amostra é 

preparada através de técnicas como géis de eletroforese bidimensionais, bandas 

isoladas de SDS-PAGE e a cromatografia líquida. O preparo como um todo depende 

da amostra em si e do objetivo do estudo (Gundry et al., 2009). 

 As estratégias para a identificação de proteínas através da MS também 

podem ser divididas em três: (a) top-down, onde a proteínas são analisadas 

diretamente no espectrômetro de massas sem passar por uma quebra enzimática; 

(b) bottom-up, onde as proteínas são digeridas por uma enzima (geralmente 

tripsina), e seus peptídeos são inseridos no espectrômetro de massas. Esta 

estratégia também é conhecida como shotgun e é a mais utilizada nos estudos de 

proteômica; (c) middle-down, onde as duas estratégias anteriores são utilizadas. É 

feita a digestão das proteínas de forma parcial, gerando fragmentos (um pouco 

maiores que os obtidos por bottom-up) que são inseridos no espectrômetro de 

massas.  

 Como mencionado, dependendo do preparo e da estratégia utilizada, as 

proteínas e seus peptídeos podem ser analisados no espectrômetro de massas de 

formas diferentes. Uma das abordagens consiste na digestão das proteínas por uma 

enzima, gerando fragmentos peptídicos que terão a sua massa calculada. Esses 

fragmentos têm o seu espectro comparado contra os espectros teóricos gerados a 

partir de um repositório de proteínas conhecidas. Quando os espectros teórico e 
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experimental coincidem, é utilizado o termo “Peptide spetrum match” (PSM), 

indicando que aquele peptídeo foi registrado e consequentemente sua proteína de 

origem foi identificada (Thiede et al., 2005). Já a abordagem em Tandem, MS/MS ou 

MS² possibilita a análise de misturas contendo várias proteínas. Após a digestão 

enzimática das proteínas, os peptídeos são fragmentados em aminoácidos através 

da colisão com um gás inerte pela técnica Collision Induced Dissociation (CID). Com 

a ionização, esses aminoácidos são analisados e detectados, sendo possível 

determinar a sequência peptídica através da massa de cada um deles. Esses 

espectros experimentais serão comparados contra os espectros teóricos de um 

repositório proteico (na busca por PSMs) para a identificação da proteína. (Yates, 

1998). 

 A quantificação de proteínas através de experimentos de MS tem se 

desenvolvido ao longo dos anos (revisto por Bantscheff, 2012). Entre as técnicas 

utilizadas podemos citar a stable isotope labelling que é fundamentada na utilização 

de isótopos estáveis na amostra em estudo. Como esses isótopos possuem uma 

massa específica, o espectrômetro de massas consegue diferenciar os peptídeos 

que possuem esses isótopos daqueles que não marcados. Assim, a quantificação é 

feita a partir da intensidade dos sinais (Gygi et al., 1999; Hanke et al., 2008; Schmidt 

et al., 2004). Já a técnica label-free é feita baseada na quantidade absoluta ou na 

intensidade do sinal dos peptídeos, sem a utilização de isótopos (Liu et al., 2004; 

Ishihama et al., 2005).  

 A identificação das proteínas em experimentos de MS depende, entre outros 

aspectos, do repositório proteico utilizado para a comparação entre os espectros 

teóricos e experimentais. As bases de dados do RefSeq (Pruitt et al., 2014), 

UniProt/SwissProt (The UniProt Consortium, 2015) e ENSEMBL (Yates et al., 2016) 

são tradicionalmente utilizadas por serem frequentemente atualizadas e por 

conterem sequências com validação experimental. Entretanto, a pequena 

quantidade de sequências curadas limita o número de proteínas identificadas e 

dificulta identificação daquelas geradas por eventos como splicing alternativo, 

promotor alternativo e poliadenilação alternativa.  

 Outro desafio encontrado na intepretação de resultados de MS na proteômica 

é determinar quais isoformas de um determinado gene ou de uma família gênica 

estavam realmente presentes na amostra. Isto ocorre porque muitos dos peptídeos 

encontrados nos experimentos de MS são compartilhados por outras proteínas. 

Quando um peptídeo pertence somente a uma única proteína ele é classificado 
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como único ou proteotípico, pois através dele é possível confirmar a presença de 

uma determinada isoforma (Figura 1.6). Este problema está diretamente relacionado 

com a escolha do repositório proteico usado para as análises, pois dependendo de 

sua composição, a busca por potenciais novas isoformas fica limitada à um conjunto 

de proteínas já conhecido. Assim, a necessidade de repositórios mais 

especializados ou personalizados se fez presente e será debatida no próximo tópico. 

 
Figura 1.6 - Representação hipotética de peptídeos compartilhados e exclusivos entre 
isoformas (retângulos azuis: éxons codificadores; retângulos amarelos: regiões não 
codificadoras; retângulo com borda verde: peptídeo compartilhado entre as isoformas 2 e 3 
localizado no éxon 2; retângulo com borda vermelha: peptídeo exclusivo as isoforma 1 
localizado no éxon 4). 

 
 A validação estatística dos peptídeos e consequentemente das proteínas 

encontradas também está relacionada com os repositórios encontrados. A taxa de 

falso positivos (do Inglês, false discovery rate; FDR) e a probabilidade de erro 

posterior (do Inglês, posterior error probability; PEP) são os critérios utilizados para 

validar estatisticamente as proteínas encontradas em experimentos de MS. Em 

resumo, a FDR procura atribuir uma taxa de erro para um determinado conjunto de 

proteínas encontradas. Já a PEP atribui uma probabilidade de um determinado 

peptídeo ter sido identificado de forma errônea. De uma forma geral, a FDR é 

utilizada em experimentos onde o objetivo é analisar o perfil proteico de uma 

determinada amostra. Ao passo que a vantagem da PEP, é utilizada para a 

validação de peptídeos-chave, em especial aqueles que caracterizam uma 

determinada isoforma (Käll, 2007). 
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1.5 - A Proteogenômica 

  

 Segundo Nesvizhskii (2014), o termo proteogenômica foi primeiramente 

utilizado por Jaffe e colaboradores (2004), onde em seu trabalho, dados de 

proteômica foram utilizados para aprimorar a anotação do genoma. Recentemente, 

ela pode ser definida como é a área de pesquisa que atua na interface entre a 

genômica e a proteômica (Nesvizhskii, 2014). Isso porque, o desenvolvimento de 

diferentes tecnologias “omicas”, motivou diversos grupos a utilizarem seus dados, 

buscando identificar e entender todos os processos e elementos gerados desde a 

expressão gênica até a codificação das proteínas. Entre as tecnologias mais 

utilizadas, estão o RNA-Seq e a MS devido ao grande volume de dados gerados. 

Outra característica presente nos estudos em proteogenômica é a utilização de 

repositórios proteicos personalizados de acordo com a amostra a ser analisada. 

 Um dos primeiros estudos voltados esta estratégia foi realizado por Ning e 

Nesvizhskii (2010), onde se buscou identificar novas formas de splicing alternativo 

em três tecidos diferentes de camundongo (músculo esquelético, fígado e tronco 

cerebral). O repositório proteico utilizado continha sequências proteicas canônicas e 

sequências obtidas de dados de RNA-Seq. Para cria-lo, o transcriptoma 

sequenciado foi traduzido nas seis fases de leitura onde apenas sequências com 

mais de 30 aminoácidos foram selecionadas. De acordo com os autores, para cada 

tecido, de dois a três peptídeos indicavam novas junções de splice que também 

eram confirmadas por ESTs. Apesar do pequeno número de novos peptídeos 

identificados, este estudo foi uma das primeiras iniciativas que instigaram outros 

trabalhos a unir dados de RNA-Seq e MS. 

 Sheynkman e colaboradores (2013) também utilizaram um repositório proteico 

personalizado para detectar variantes de splicing. Este foi construído a partir de 

sequências canônicas oriundas do Uniprot-Trembl e sequências de peptídeos 

provenientes de dados de RNA-Seq. Esses peptídeos que foram traduzidos in silico, 

correspondem às junções de splice identificadas no transcriptoma de uma linhagem 

de células T (Jurkat Cells). Os dados proteômicos para MS também foram obtidos a 

partir da origem, o que poderia favorecer uma correlação entres os dados de RNA-

Seq e MS. Ao final, foram identificados 57 peptídeos correspondentes às junções de 

splice e que não estavam presentes nas sequências canônicas.  

 Em trabalho desenvolvido pelo nosso grupo, outro repositório personalizado 

foi criado a partir de sequências canônicas e peptídeos derivados de potenciais 



15 
 

variantes de splicing. O repositório então foi utilizado contra os mesmos dados de 

MS citados no parágrafo anterior com a proposta de identificar potenciais variantes 

de splicing. Foram identificados 54 peptídeos (Tavares et al., 2014), dos quais 10 

eram idênticos aos encontrados por Sheynkman e colaboradores (2013). Este 

estudo faz parte da presente tese e seu desenvolvimento será melhor descrito nas 

próximas seções.  

 Demais estudos também utilizaram as abordagens com RNA-Seq/MS, porém 

as análises de MS foram feitas com repositórios tradicionalmente utilizados 

(Lundberg et al., 2010; Nagaraj  et al., 2011; Higareda-Almaraz, et al., 2013). Apesar 

de trazerem segurança para os resultados encontrados, esses repositórios 

impossibilitam a descoberta de novas isoformas. Por outro lado, repositórios 

personalizados criam a possibilidade de encontrar novas variantes de splicing e 

demais proteínas derivadas outros processos celulares, que poderiam ser alvo para 

o desenvolvimento de fármacos (revisto por Tavares et al., 2015). A combinação 

entre a origem dos dados de RNA-Seq/MS, e a maneira como estes repositórios são 

construídos também podem auxiliar nessas descobertas (Figura 1.7).  
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Figura 1.7 - Esquema representativo entre as origens das amostras e as bases de dados 
para a análise em proteogenômica (figura adaptada de Tavares et al., 2015). O 

transcriptoma e o proteoma podem ter origens diferentes, gerando dados a partir de RNA-
Seq e de MS, respectivamente.  Os dados de RNA-Seq podem ser associados à 
repositórios públicos gerando bases de dados personalizadas que serão utilizadas pela 
espectrometria de massas na busca por novas variantes de splicing. 

 

 Krug e colaboradores (2014) utilizaram dados de RNA-Seq na busca por 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNP, do Inglês Single Nucleotide 

Polymorphism) não sinônimo. Os SNPs foram detectados através do programa SAM 

tools (Li et al., 2009) e o programa Cufflinks (Trapnell et al., 2010) foi utilizado para a 

montagem dos transcritos. Foram construídos três repositórios personalizados tendo 

como base sequências proteicas do Uniprot: o primeiro consistia na tradução dos 

transcritos nas seis fases de leitura. Para o segundo repositório, foi utilizado um 

software que inferia as regiões codificadoras dos transcritos. O terceiro e último 

repositório foi composto por transcritos que tiveram seus SNPs preditos 

computacionalmente por um software. Apesar do número de SNPs identificados 

pelos três repositórios terem sido aproximadamente o mesmo, mais da metade deles 
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foi identificado como falso positivo quando o primeiro repositório foi utilizado. Este 

resultado demonstra a importância de se buscar estratégias para a correta tradução 

dos transcritos a fim de evitar resultados derivados das metodologias utilizadas. 

Sheynkman e colaboradores também publicaram um artigo voltado para a busca por 

SNPs não sinônimos em uma linhagem de linfócitos T humanos. A partir de dados 

de RNA-Seq foram construídos repositórios personalizados, onde 70% dos SNPs 

identificados não estavam presentes na base de dados dbSNP (Sherry et al., 2001). 

Essa abordagem demonstra como novos dados de RNA-Seq são importantes para a 

identificação de novos SNPs. 

 A proteogenômica também avança na área da oncologia, como no estudo de 

Keerthikumar e colaboradores (2015), que analisaram o transcriptoma e o proteoma 

das vesículas extracelulares de linhagens celulares humanas de neuroblastoma. 

Foram criados dois repositórios para a elucidação do repertório proteico de tais 

vesículas: o primeiro consistia na utilização de um repositório tradicional (RefSeq) e 

o segundo foi formado pela tradução in silico de mRNAs de ectosomas e exomas. 

Este repositório possuía informações sobre INDELs e SNPs, e seria analisado por 

espectrometria de massas para a identificação de proteínas mutantes. Além de 

serem identificadas, tais proteínas possuíam o potencial para induzirem 

significativamente a proliferação e migração das células através do repositório 

customizado. Mertins e colaboradores (2016) analisaram 105 tumores de mama 

armazenados no TCGA e também criaram repositórios personalizados baseados em 

cada um deles. Os repositórios eram compostos também pelo repositório tradicional 

RefSeq, juntamente com dados de SNPs processados pelo programa QUILTS 

(Ruggles et al., 2015). Apesar da grande variabilidade de informação transcriptômica 

gerada, o número de transcritos com essas variações confirmados pela 

espectrometria de massas foi baixo.  

 Um dos projetos que caracterizam bem o crescimento da proteogenômica é o 

Chromosome-based Human Proteome Project (C-HUPO; Paik et al., 2012). Lançado 

em 2012, o projeto envolve diferentes laboratórios ao redor do mundo responsáveis 

por caracterizar o proteoma humano de acordo com cada cromossomo analisado. O 

Brasil participa deste projeto, tendo como foco o cromossomo 15, através de 

trabalhos que analisaram, por exemplo, o tecido cerebral (Martins-de-Souza et al., 

2013). O C-HUPO também aborda trabalhos voltados o câncer, como publicado por 

Menon e colaboradores (2014). Utilizando RNA-seq e MS, o grupo focou na 

identificação de variantes de splicing do cromossomo 17, que possui genes 
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associados ao câncer como BRCA1, BRCA2 e TP53. Utilizando três linhagens 

celulares de câncer de mama, 4.406 transcritos foram identificados utilizando RNA-

seq, sendo 23,88% deles considerados variantes de splicing.  Os resultados de MS 

indicaram novos peptídeos que estavam localizados em regiões não codificadoras 

de alguns genes, indicando um mecanismo de splicing desregulado ou uma 

incorreta anotação das regiões codificadoras e não-codificadoras deste gene. 

Fanayan e colaboradores também utilizaram a abordagem por RNA-Seq/MS ao 

analisar três linhagens celulares de câncer colorretal e correlacionar os níveis de 

transcritos expressos e proteínas codificadas em cada linhagem. Após a análise e 

comparados os níveis de expressão com outros trabalhos com resultados 

semelhantes, os autores sugeriram potenciais marcadores para cada câncer. 

Demais trabalhos desenvolveram pipelines automatizados e bases de dados 

inspirados no projeto C-HPP. Krasnov e colaboradores (2015) desenvolveram o 

pipeline automatizado “PPLine” que consegue detectar SNPs e variantes de splicing. 

Para demonstrar seu funcionamento, dados de RNA-Seq da linhagem de 

hepatócitos humanos HepG2 e de amostras teciduais de fígado foram utilizados 

juntamente com dados de espectrometria de massas. Foram identificados 659 

transcritos contendo SNPs que não estavam anotados na base dbSNP além de 17 

INDELS associados a modificações na fase de leitura. Jeong e colaboradores (2015) 

desenvolveram uma base de dados que reúne as proteínas já conhecidas pelo 

projeto C-HPP e explorá-las a partir de cada cromossomo.  

 Tendo em vista a associação de diferentes abordagens envolvendo 

tecnologias de larga-escala, a presente tese representa uma das iniciativas na 

proteogenômica e que buscou contribuir com o estado da arte nesta área.   



19 
 

2. OBJETIVOS 
 
2.1 - Objetivo Geral 

 

 Desenvolver uma abordagem de proteogenômica para a análise de eventos 

de splicing alternativo em dados de transcriptoma e proteoma oriundos de homem e 

camundongo. 

 

2.2 - Objetivos Específicos 
 

 a) Mapear dados de transcriptoma (dbEST e dados de RNA-Seq) de cada 

uma das duas espécies nas suas respectivas sequencias de genoma de referência. 

 

b) Detectar eventos de splicing alternativo no homem e camundongo. 

 

 c) Criar um repositório contendo a tradução hipotética de variantes de splicing 

para cada uma das espécies. 

 

 d) Buscar variantes de splicing não descritas em outros repositórios de 

sequências de proteínas e presentes nas duas espécies que são foco de análise 

neste projeto  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 A metodologia do presente trabalho está dividida em quatro partes: (a) 

informações sobre os dados utilizados; (b) construção das bases de dados, 

identificação e tradução das variantes de splicing; (c) desenvolvimento do pipeline 

para a montagem de transcriptoma; e (d) construção de repositórios proteicos e sua 

aplicação na anotação de experimentos de espectrometria massas. 

 

3.1 - Dados utilizados 
 

Todos os resultados que serão apresentados são referentes aos organismos 

Homo sapiens e Mus musculus. Para isso, genoma humano (versão hg-19) e de 

camundongo (versão mm9) foram obtidos através do sítio de FTP da Universidade 

da Califórnia, campus Santa Cruz (UCSC) (Karolchik et al., 2003). 

Dados referentes aos transcritos e proteínas foram obtidos através do projeto 

RefSeq (Pruitt et al., 2009) onde foi possível obter dados de sequências de 

referência (prefixos NM e NP). Com o intuito de detectar mais variantes de splicing, 

foram utilizadas ESTs disponíveis no repositório dbEST (Boguski et al., 1993).  

 Duas fontes de sequenciamento de larga escala foram utilizadas. A primeira é 

proveniente da plataforma de sequenciamento 454/Roche obtida através do 

repositório SRA (Sequence Read Archive), hospedado pelo site do NCBI (National 

Center for Biotechnology Information). Esses dados estão relacionados a estudos de 

câncer de mama e melanoma, cujos identificadores do SRA do NCBI são: 

SRP000614, ERP000265, SRP003173 e SRP003483. 

A segunda fonte foi obtida através do estudo de Lin e colaboradores (2014), 

onde se buscou ampliar a identificação de novas variantes de splicing através da 

montagem de transcriptoma. Nesse trabalho, as bibliotecas paired-end de RNAs 

mensageiros foram sequenciadas de treze tecidos diferentes tanto para homem 

quanto para camundongo. As amostras humanas de tecido adiposo, glândula 

adrenal, fígado, rim, pâncreas, pulmão, coração, intestino delgado, intestino grosso e 

baço foram obtidas através de doações enquanto as de cérebro, ovário e testículo 

foram obtidos comercialmente. As amostras dos tecidos de camundongo foram 

obtidas a partir da linhagem C57BL com idade entre seis e dez semanas de vida. 

Para cada tecido, foram obtidas duas réplicas técnicas com exceção do tecido 

ovariano, onde apenas uma réplica estava disponível para download para cada 

organismo, totalizando cinquenta amostras. Por fim, todas as corridas passaram por 
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um filtro de qualidade de 30 (Phred score) e remoção do adaptador através do 

software TrimGalore (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/; 

versão 0.3.7). 

  

3.2 - Construção das bases de dados, identificação e tradução das variantes de 

splicing 
 

3.2.1 - Construção das bases de dados 

 

 Utilizando o programa BLAT (Kent, 2002), os dados de RefSeq e EST foram 

alinhados contra os genomas dos respectivos organismos para a determinação das 

coordenadas gênicas. Em seguida, cada transcrito foi agrupado através do projeto 

Unigene (Wheeler et al., 2003) para Homo sapiens (versão 235) e Mus musculus 

(versão 194). Transcritos contendo apenas um éxon foram excluídos das bases de 

dados. Todas as informações processadas foram armazenadas em uma base de 

dados utilizando o sistema gerenciador de banco de dados (SGBD) PostgreSQL 

(versão 8.4.7). 

 

3.2.2 - Identificação das variantes de splicing 

 

 Os transcritos de cada organismo em estudo foram analisados quanto aos 

seus mapeamentos e agrupados em variantes de splicing utilizando a metodologia 

de matrizes ternárias (pedido de patente requisitada no INPI sob o número PI 

0703888-7 e concedida na Suíça sob número 699132). As matrizes ternárias são 

matrizes de tamanho NxM, onde N é o número total de quaisquer transcritos ou 

proteínas mapeados em uma região específica de um dado genoma, e M é o 

número total de éxons e íntrons encontrados na mesma região. A identificação dos 

eventos de splicing alternativo e demais características desta metodologia estão 

descritas de forma mais detalhada no artigo publicado durante este doutorado 

(Tavares et al., 2014). 
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3.2.3 - Tradução das variantes de splicing 

 

 Durante o mestrado deste estudante, foi realizado o teste de conceito que 

avaliou a tradução in silico dos programas Transeq (Rice  et  al.,  2000), AUGUSTUS 

(Stanke et al., 2006) e PASA (Haas et al., 2003). Este teste consistia na tradução in 

silico de RNAs mensageiros de referência e seu posterior alinhamento contra a sua 

sequência proteica de referência (RefSeq) correspondente. Após verificar que o 

programa Transeq gerou os melhores resultados, todas as variantes de splicing da 

base de dados de homem (com base nos dados de ESTs, RefSeq e reads SRA) 

foram traduzidas, gerando o repositório proteico denominado SpliceProt (Tavares et 

al., 2014).  

 Da mesma forma, as variantes geradas pelas montagens de transcriptoma de 

novo foram submetidas à identificação de variantes de splicing e sua subsequente 

tradução in silico a partir do nossa metodologia previamente testada e publicada.  

 

3.3 - Desenvolvimento do pipeline para montagem de transcriptoma  

 

 A montagem de transcriptoma dos dados de RNA-Seq de homem e 

camundongo foi realizada com o intuito de reconstruirmos as sequências completas 

dos transcritos, inseri-las em nosso sistema para a identificação das variantes de 

splicing e realizar sua posterior tradução. Resumidamente, o pipeline seleciona os 

reads não utilizados pela montagem com genoma de referência para que sejam 

conduzidos à montagem de novo. Foram utilizados os softwares de montagem com 

genoma de referência Cufflinks (Trapnell et al., 2010; versão 2.2.1) e montagem de 

novo Trinity (Grabherr et al., 2011; versão r20140717). Complementando o pipeline, 

o programa Novoalign (http://www.novocraft.com; versão 3.02.10) também foi 

utilizado para o alinhamento dos reads e o programa Samtools (Li et al., 2009; 

versão 0.1.19) foi aplicado nas etapas de seleção dos reads mapeados. Por fim, 

foram criados scripts em linguagem de programação Perl para a devida seleção dos 

reads de acordo com cada etapa da montagem. A Figura 3.1 mostra resumidamente 

as etapas deste processo. 
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Figura 3.1 - Etapas executadas no pipeline para a montagem com genoma de referência e 
de novo. A etapa 1 realiza o primeiro alinhamento com os reads após o trimming e posterior 
montagem com genoma de referência utilizando o programa Cufflinks. A etapa 2 realiza o 
alinhamento dos reads utilizados na primeira etapa contra as sequências dos transcritos 
reconstruídos pelo Cufflinks. Em seguida, um script em Perl seleciona os reads que foram 

mapeados corretamente nos transcritos com o objetivo de identificar quais foram utilizados 
pela montagem com genoma de referência. A etapa 3 realiza o alinhamento dos reads não 

utilizados pelo Cufflinks contra as sequências de genes humanos. Em seguida, a partir de 
um script em Perl, aqueles reads mapeados corretamente em apenas um único gene foram 
direcionados para montagem de novo com o programa Trinity. 
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3.3.1 - Etapa 1: Alinhamento contra o genoma (1º Alinhamento) e montagem 
com genoma de referência 
 

  Após o devido tratamento dos reads mencionado ao final no item 3.1, cada 

uma das 50 corridas passou por um primeiro alinhamento contra o genoma de sua 

respectiva espécie. Em seguida, cada arquivo de alinhamento foi preparado para a 

montagem com genoma de referência com o programa Cufflinks. O preparo consistia 

na conversão de cada arquivo de alinhamento no formado SAM para o formato BAM 

e sua subsequente ordenação.  

 Além dos arquivos de alinhamento devidamente preparados, a montagem 

com genoma de referência necessita um arquivo no formato GTF (do Inglês, Gene 

Transfer Format) que contém as coordenadas dos éxons de transcritos já anotados. 

Desta forma, através do sítio da Universidade da Califórnia, campus Santa Cruz 

(UCSC), foram obtidos para cada organismo em estudo, dois arquivos (um para 

cada organismo) no formato mencionado contendo as informações de RNAs 

mensageiros de referência do projeto RefSeq. 

 Fornecidos os arquivos necessários, a montagem com genoma de referência 

foi executada com o objetivo reconstruir os transcritos de cada tecido de cada 

espécie e subsequentemente com a montagem de novo. Entretanto, o Cufflinks não 

informa quais reads foram utilizados para a montagem e quais foram descartados. 

Os arquivos de saída gerados indicam os transcritos foram montados, seus níveis de 

expressão e de seus genes. Sendo assim, a segunda etapa deste pipeline destina-

se a identificação de tais reads para dar prosseguimento à montagem de novo. 

 

3.3.2 - Etapa 2: Alinhamento contra as sequências dos transcritos montados 
(2º Alinhamento) e 1ª seleção de reads  

 

 Para identificarmos quais reads foram utilizados, foi estabelecido um contato 

com desenvolvedor do Cufflinks, Dr. Cole Trapnell, que sugeriu um segundo 

alinhamento dos reads originais contra a sequência dos transcritos identificados pelo 

seu programa. Desta forma, para cada arquivo que indicava os transcritos que foram 

montados, o programa Gffread (disponível no pacote de programas do Cufflinks) foi 

utilizado para a reconstrução de cada transcrito baseado na sequência genômica de 

cada organismo. Com as sequências reconstruídas, cada uma foi utilizada como 

referência para um segundo alinhamento usando os mesmos reads da primeira 

etapa.  
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 Ao serem alinhados, os reads podem ser mapeados em regiões que não 

correspondem a sua verdadeira origem. Desta forma, com o auxílio do programa 

Samtools, foi possível filtrar os reads mapeados corretamente a partir do campo 

“Flag” no segundo arquivo de alinhamento. Para que os reads fossem considerados 

corretamente mapeados (orientação correta), estes deveriam apresentar um dos 

dois pares de “Flags” no arquivo de alinhamento: 99 e 147 ou 83 e 163. Identificados 

os reads mapeados corretamente, foi possível então selecionar aqueles não 

utilizados para a montagem com genoma de referência a partir de um script escrito 

na linguagem de programação Perl desenvolvido em nosso laboratório. Esses reads 

passaram por um último processamento na terceira etapa deste pipeline com o 

intuito de refinar a montagem de novo com o programa Trinity. 

 

3.3.3 - Etapa 3: Alinhamento contra as sequências gênicas (3º Alinhamento),  2ª 
seleção de reads e montagem de novo 
 

 Os reads que não foram utilizados para a montagem com genoma de 

referência passaram por um terceiro alinhamento contra as sequências gênicas de 

cada organismo antes dar início à montagem de novo. Este terceiro alinhamento foi 

necessário a fim de aprimorar a montagem com o Trinity identificando quais reads 

foram alinhados corretamente em apenas um único gene. Desta forma, foi possível 

evitar que reads alinhados em diferentes regiões gênicas pudessem ser utilizados na 

reconstrução de um mesmo transcrito.  

 Com o auxílio do programa Samtools e utilizando os mesmos critérios para o 

campo Flag da etapa 2 deste pipeline, foi possível filtrar quais reads foram 

mapeados corretamente em apenas um único gene no terceiro arquivo de 

alinhamento. Em seguida, a partir de um segundo script em Perl (também 

desenvolvido em nosso laboratório), foram selecionados estes reads para que 

fossem agrupados em arquivos Fastq, de acordo com seu gene correspondente. 

Prontamente, a montagem de novo foi aplicada em cada gene utilizando esses 

arquivos Fastq contendo seus respectivos reads. Por fim, os transcritos montados 

foram incorporados às bases de dados de homem e camundongo (item 3.2) para 

que enfim fossem analisados na busca por novas variantes de splicing. 
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3.4 - Construção de repositórios proteicos e sua aplicação em experimentos de 
espectrometria massas 
 

 Foram construídos quarto repositórios proteicos (três para homem e um para 

camundongo) contendo as sequências polipeptídicas oriundas da tradução das 

variantes de splicing detectadas nos dados de transcriptoma. Cada um deles foi 

adaptado e aplicado em diferentes experimentos de espectrometria de massas a fim 

de se identificar potenciais novas variantes de splicing ou traçar o perfil do conjunto 

de transcritos e proteínas encontrados. 

 Em todos os experimentos de MS envolvendo os repositórios criados, foram 

aplicados os mesmos parâmetros para a identificação e validação das isoformas. 

Para a busca dos espectros, os parâmetros do programa Sequest disponível no 

sistema Proteome Discoverer (versão 1.3) foram configurados de forma a se 

aproximar da mesma configuração realizada no trabalho de Sheynkman e 

colaboradores (2013). Todas as análises descritas nesse texto que usaram o 

sistema Proteome Discoverer foram realizadas em colaboração com o a Dra. 

Adriana Franco Paes Leme e a Dra. Bianca Pauletti do Laboratório Nacional de 

Biociências (LNBio/Campinas-SP). Da mesma maneira, os critérios estatísticos para 

validar a identificação das proteínas também foram baseados no trabalho 

previamente mencionado, onde foram utilizados: “False Discovery Rate” (FDR) a 1% 

e 5% e “Posterior Error Probability” (PEP) a 1% e 5%. 

 O primeiro repositório foi submetido à dados de MS da linhagem de linfócitos 

T TIB-152 (Jurkat cells) utilizados no estudo de Sheynkman e colaboradores (2013). 

O repositório em questão foi construído selecionando sequências proteicas não 

redundantes do repositório UniProtKB/SwissProt em conjunto com peptídeos não 

redundantes oriundos da digestão in silico das sequências do SpliceProt. Apenas as 

sequências idênticas foram consideradas redundantes, sendo reduzidas a uma 

única sequência utilizando uma variável do tipo hash a partir de um script em Perl. A 

digestão computacional foi efetuada pelo programa Digest (pacote EMBOSS versão 

6.3.1) que foi previamente modificado para que a digestão por tripsina clivasse 

somente os peptídeos lisina (L) e arginina (R), com exceção quando sucedidos por 

uma prolina (P). Os peptídeos gerados após esta digestão foram selecionados de 

forma que não pudessem estar presentes em qualquer sequência proteica do 

repositório UniProtKB/SwissProt. Em seguida, os peptídeos selecionados que 

possuíam sequências idênticas também foram reduzidos a uma única sequência, 
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removendo assim a sua redundância. Ao final, esse peptídeos foram adicionados ao 

repositório proteico-base composto pelo UniProtKB/SwissProt (Figura 3.2).  

 
Figura 3.2 - Esquema para construção do primeiro repositório proteico personalizados. 

  

 O segundo repositório foi submetido a dados de MS da linhagem de 

oligondendrócitos humanos MO3.13, publicados por Iwata e colaboradores (2013). 

Para sua construção, as sequências canônicas do repositório Uniprot/SwissProt  

tiveram suas redundâncias removidas (da mesma maneira como efetuado para o 

primeiro repositório) e em seguida, foram copiadas para um arquivo temporário. As 

sequências identificadas como isoformas foram acrescidas a um arquivo a parte 

junto com as sequências do SpliceProt e, após a remoção das sequências 

redundantes, foi efetuada a digestão computacional pelo programa Digest (também 

modificado). Assim como feito para o primeiro repositório, os peptídeos gerados 

após a digestão foram selecionados de forma que não pudessem estar presentes 

em qualquer sequência canônica. Por fim, esses peptídeos selecionados tiveram 

também a sua redundância removida e, em seguida, foram acrescentados ao 

repositório proteico-base que continha as sequências canônicas, finalizando o 

segundo repositório (Figura 3.3). O estudo da busca por variantes de splicing 

alternativo no proteoma de MO3.13 foi feito em colaboração com o Dr. Daniel 

Martins-de-Souza (UNICAMP), Dra Juliana S. Cassoli (UNICAMP) e a Dra Patricia 

Savio de Araujo Souza (UFF e INCA). 
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Figura 3.3 - Esquema para construção do segundo repositório proteico personalizado. 

 
 O terceiro repositório humano gerado foi submetido à dados de MS de corpo 

caloso (CC) e lobo temporal anterior (LTA) de humano publicados por Martins-de-

Souza e colaboradores (2013). Para a realização desta análise, foi criado um 

repositório proteico personalizado a partir dos dados de RNA-Seq de cérebro 

humano que foram aplicados ao pipeline descrito no item 3.3. Para a construção 

deste repositório, as sequências proteicas de referência (RefSeq) correspondentes 

aos transcritos montados pelo Cufflinks foram obtidas em nossa base de dados. Em 

seguida, foi necessário identificar quais destes transcritos eram canônicos ou 

variantes de splicing. Desta forma, uma lista com transcritos classificados como 

canônicos foi obtida através do sítio da UCSC, como critério para a triagem destes 

transcritos. Aqueles identificados como canônicos tiveram a redundância de suas 

sequências removida da mesma forma como efetuado para o primeiro repositório e 

em seguida, copiados para um arquivo temporário. As isoformas também foram 

copiadas para outro arquivo temporário, acrescidas das sequências traduzidas in 

silico das variantes de splicing oriundas da montagem pelo Trinity que não foram 

confirmadas quaisquer ESTs ou sequência do RefSeq. Por sua vez, as sequências 

redundantes deste arquivo também foram removidas (como no primeiro repositório) 

e submetidas à digestão in silico pelo programa Digest (também modificado). Da 

mesma maneira como feito para o segundo repositório, os peptídeos gerados após 
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esta digestão foram selecionados de forma que não pudessem estar presentes em 

qualquer sequência dos transcritos canônicos. Ao final, esses peptídeos 

selecionados tiveram também as suas sequências redundantes removidas (assim 

como no primeiro repositório) e, por fim, foram acrescentados ao repositório 

proteico-base que continha as sequências canônicas, finalizando o terceiro 

repositório (Figura 3.4). Um quarto repositório também foi criado para analisar três 

réplicas biológicas de corpo caloso de cérebro de camundongo (Sharma et al., 

2015). Sua construção seguiu os mesmos passos e critérios utilizados para a 

construção do terceiro repositório humano e seus resultados seriam utilizados para 

posterior comparação entre eles.  O estudo da busca por variantes de splicing 

alternativo no proteoma de cérebro humano e de camundongo foi feito em 

colaboração com o Dr. Daniel Martins-de-Souza (UNICAMP). 

 
Figura 3.4 - Esquema para construção do terceiro repositório proteico personalizados. 
 
3.5 - Dados experimentais de espectrometria de massa utilizados para a 
validação dos repositórios personalizados. 

 

 Dados de MS da linhagem de linfócitos T humano TIB-152 (Jurkat cells) 

utilizados no estudo de Sheynkman e colaboradores (2013) foram utilizados para a 

validação do primeiro repositório. Os dados estão disponíveis no sítio eletrônico do 

projeto Peptide Atlas (Desiere et al., 2006) sob o código “PASS00215”. Todos os 28 
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arquivos brutos foram agrupados e analisados ao mesmo tempo, gerando apenas 

uma única saída para cada critério estatístico mencionado no item 3.4. 

 Dados de MS da linhagem de oligondendrócitos humanos MO3.13, 

publicados por Iwata e colaboradores (2013), foram utilizados para a validação do 

segundo repositório. Os dados estão disponíveis no sítio eletrônico do projeto 

ProteomeXchange (Vizcaíno et al., 2014) sob o código “PXD000263”. Todos os 16 

arquivos brutos foram agrupados e analisados ao mesmo tempo, gerando apenas 

uma única saída para cada critério estatístico. 

 Dados de MS de corpo caloso e de lobo temporal anterior humano, 

publicados por Martins-de-Souza e colaboradores (2013), foram utilizados para a 

validação do terceiro repositório. Os dados estão disponíveis no sítio eletrônico do 

projeto ProteomeXchange sobe o código “PXD000547” (corpo caloso) e 

“PXD000548” (lobo temporal anterior). As regiões mencionadas foram extraídas de 

oito indivíduos (três mulheres e cinco homens), totalizando 80 arquivos brutos (40 

para cada região), que foram agrupados e analisados ao mesmo tempo, gerando 

apenas uma única saída para cada critério estatístico. 

 Os dados de camundongo utilizados para a avaliação do quarto repositório 

proteico foram publicados por Sharma e colaboradores (2015), onde várias regiões 

do cérebro deste organismo foram analisadas. Apenas três arquivos brutos 

correspondentes a três réplicas biológicas de corpo caloso foram analisados 

separadamente, gerando três saídas diferentes para cada critério estatístico. 

 

3.6 - Gene Set Enrichment Analysis e interação entre proteínas 
 

 O Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) é um método analítico que 

determina se um grupo de genes é estatisticamente significante em um conjunto de 

dados (Subramanian et al., 2005). Foi utilizado o modelo Model-based Gene Set 

Analysis (MGSA) em sua versão 1.13 (Bauer et al., 2010), através do pacote 

Bioconductor (versão 2.11;  Reimers e Carey, 2006) e do programa estatístico R 

(versão 3.1.1). Esse método foi utilizado para a identificação dos processos 

biológicos com base no Gene Ontology (GO; Ashburner et al., 2000) para as 

isoformas detectadas no segundo e terceiro repositórios humanos personalizados. 

Apenas as probabilidades acima de 80% foram consideradas.  
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 A interação entre as isoformas identificadas foi feita através de dados 

experimentais contidos na base Ingenuity Pathways Knowledge Base (IPKB) 

(http://www.ingenuity.com). Os genes correspondentes as isoformas identificadas pelo 

o segundo repositório humano foram submetidas a essa base com intuito de se 

detectar potenciais interações entre elas e demais proteínas. 

 

3.7 - Validação experimental por RT-qPCR 
  

 Algumas das isoformas identificadas na linhagem de oligodendrócitos 

humanos (através do segundo repositório personalizado) foram validadas por PCR 

quantitativo (RT-qPCR). O RNA total da linhagem MO3.13 foi isolado utilizando o 

reagente Trizol LS (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e transcrição reversa foi 

realizada utilizando os primers-Oligo(dT) (Superscript™ II Reverse Transcriptase, 

Invitrogen). Os cDNAs sintetizados foram submetidos à RT-qPCR. A amplificação 

dos mRNAs de β-actina foi utilizada como controle utilizando SYBR Green Master 

Mix (Applied Biosciences) e 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosciences, 

Foster City, CA, USA). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as 

instruções do fabricante. Os primers das variantes de splicing foram desenhados 

para não alinharem com os transcritos canônicos. 
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4. RESULTADOS 
  
 Os resultados apresentados nesta tese englobam três grandes etapas 

desenvolvidas e aprimoradas ao longo do doutorado e que se destinavam à 

identificação de variantes de splicing no transcriptoma e sua posterior confirmação 

no proteoma por meio de experimentos de espectrometria de massas e RT-qPCR.  

 A primeira etapa destinou-se à construção do primeiro repositório proteico, 

denominado SpliceProt e culminou em uma publicação (Tavares et al., 2014). Neste 

artigo, usamos o SpliceProt para analisar experimentos de MS a partir de dados 

oriundos de linfócitos T (linhagem Jurkat).  Nesse primeiro momento, será 

apresentado o desenvolvimento do método para a identificação e tradução in silico 

de variantes de splicing, a construção de repositórios proteicos personalizados e a 

confirmação da presença dessas variantes no proteoma da linhagem utilizada. 

 A segunda etapa propõe a construção de um repositório proteico aprimorado, 

no qual as sequências do SpliceProt e as isoformas do Uniprot/SwissProt são 

utilizadas como estratégia para a caracterização das variantes de splicing numa 

linhagem de oligodendrócitos humanos (MO31.3). Este segundo momento também 

se destinou a aprimorar a compreensão dessas variantes no contexto celular da 

linhagem em estudo (Tavares et al., no prelo). Como reflexo do aprendizado no 

desenvolvimento de uma estratégia para análise de proteogenômica, foi publicado 

um artigo de revisão de literatura no qual apresentamos os desafios de 

proteogenômica no desenvolvimento de novas drogas (Tavares et al., 2015). 

 A terceira e última etapa utiliza a montagem de transcriptoma como estratégia 

para a reconstrução de transcritos em diferentes amostras de tecidos humanos e de 

camundongo. Por fim, a partir dos transcritos reconstruídos do tecido cerebral 

humano e de camundongo, dois repositórios proteicos foram construídos e aplicados 

em experimentos de MS de duas regiões do cérebro: lobo temporal anterior (apenas 

para homem) e de corpo caloso (para homem e camundongo). 
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4.1 - Primeira etapa: criação do repositório SpliceProt, primeiro repositório 
proteico personalizado e sua aplicação em experimentos espectrometria de 
massas oriundos de linhagem celular de linfócitos T. 

 
4.1.1 - Criação do repositório SpliceProt e sua comparação com demais 
repositórios proteicos  
 

A base de dados construída para Homo sapiens foi constituída por 

sequencias curadas de mRNAs do projeto RefSeq e ESTs da base dbEST. Após o 

mapeamento contra o genoma, essas sequências foram submetidas às matrizes 

ternárias que identificaram 267.632 variantes de splicing. Ao serem traduzidas com o 

programa TRANSEQ, essas variantes geraram 161.915 sequências polipeptídicas, 

das quais 159.719 não eram redundantes, formando assim o repositório SpliceProt.  

Este repositório foi comparado com mais três repositórios tradicionalmente utilizados 

como referência em experimentos de espectrometria de massas: RefSeq, ENSEMBL 

Gene e UniProtKB/Swiss-Prot.Foram consideradas para tal comparação, apenas 

sequências com pelo menos 24 aminoácidos, pois este era o tamanho da menor 

sequência contida no repositório do RefSeq. O SpliceProt contemplou 91,98% do 

repositório RefSeq, apresentando 23.770 sequências idênticas, 82,49% do 

repositório UniProtKB/Swiss-Prot, apresentando 16.660 sequências idênticas e 

43,05% do repositório ENSEMBL Gene, apresentando 35.260 sequências idênticas 

(Tabela 4.1). 
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Tabela 4.1 - Comparação entre o número de sequências proteicas e peptídeos gerados pela digestão enzimática in silico dos repositórios SpliceProt, 

RefSeq, ENSEMBL Gene e UniProtKB/Swiss-Prot. 

Comparação Número de proteínas 
Peptídeos produzidos pela digestão enzimática in silico 

Tripsina Lys-C Glu-C_bicarb Glu-C_phosph 

SpliceProt vs. RefSeq  

Sequências idênticas 23.770 480.878 255.091 270.986 502.846 

Sequências únicas 
do SpliceProt 

135.949 219.614 107.804 106.122 173.993 

Sequências únicas 
do RefSeq 

2.071 5.654 2.910 3.371 5.784 

SpliceProt vs. ENSEMBL 
Gene 

 

Sequências idênticas 35.260 513.678 271.712 288.629 531.885 

Sequências únicas 
do SpliceProt 

124.459 186.814 91.183 88.479 144.954 

Sequências únicas 
do ENSEMBL Gene 

46.640 64.461 37.155 39.755 58.928 

SpliceProt vs. 
UniprotKB/Swiss-Prot 

 

Sequências idênticas 16.660 481.766 255.064 271.037 504.709 

Sequências únicas 
do SpliceProt 

143.059 218.726 107.831 106.071 172.130 

Sequências únicas 
do UniprotKB/Swiss-
Prot 

3.535 24.552 12.562 13.501 24.861 

 
 

3434
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4.1.2 - Digestão in silico do SpliceProt e demais repositórios proteicos  

 

 Com o objetivo de avaliar a contribuição do SpliceProt para experimentos de 

espectrometria de massas, a partir do programa Digest (pacote EMBOSS), o 

repositório foi submetido à digestão in silico pelas enzimas tripsina, a 

endoproteinase Lys-C e as glutamil endoproteinases utilizadas em meio com 

bicarbonato de amônio (Glu-C bicarb) e em meio com fosfato (Glu-C phosph). 

Considerando apenas peptídeos com tamanho entre 6 e 24 aminoácidos, a análise 

indicou que a enzima tripsina permitiu a maior produção de peptídeos únicos, 

seguida das endoproteinases Glu-C phosph e Glu-C bicarb, e Lys-C. Visando a 

comparação entre com o SpliceProt, os demais repositórios também passaram pela 

digestão in silico. O SpliceProt apresentou o maior número de peptídeos não 

redundantes (700.492), seguido por ENSEMBL Gene (578.139), UniProtKB/Swiss-

Prot (506.318) e RefSeq (486.532).  

 Ao compararmos a digestão por tripsina, o SpliceProt possui 219.614 

peptídeos exclusivos e 480.878 em comum com o repositório RefSeq. Contra o 

ENSEMBL Gene, foram identificados 513.678 peptídeos em comum, 64.461 

peptídeos exclusivos do ENSEMBL Gene e 186.814 peptídeos exclusivos do 

repositório exclusivos do SpliceProt, indicando 2,8 peptídeos exclusivos a mais que 

repositório em comparação. Quando comparado com o UniProtKB/Swiss-Prot, foram 

identificados 24.552 peptídeos exclusivos deste repositório, 481.766 peptídeos em 

comum com o SpliceProt e 218.726 peptídeos exclusivos do nosso conjunto 

peptídeos, indicando desta vez, 8,9 peptídeos exclusivos a mais que 

UniProtKB/Swiss-Prot (Tabela 4.1). Através de um diagrama de Venn, a distribuição 

dos peptídeos indica que a maior parte dos peptídeos era compartilhada entre os 

repositórios analisados independentemente da enzima escolhida (Figura 4.1).  
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Figura 4.1. Distribuição dos peptídeos entre os repositórios analisados através da digestão 
in silico por tripsina (A), Lys-C (B), Glu-C_bicarb (C) e Glu-C_phosph (D).
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4.1.3 - Aplicação do repositório personalizado em experimentos de 
espectrometria de massas 
 
 Dados de espectrometria de massas da linhagem de linfócitos T (Jurkat cells) 

foram utilizados para validar o repositório criado pela presente abordagem 

(Sheynkman et al., 2013). Para isso, os peptídeos digeridos por tripsina não 

redundantes do Spliceprot foram anexados ao arquivo contendo as sequências 

proteicas do UniProtKB/Swiss-Prot, produzindo um novo repositório personalizado. 

Usando esta mesma abordagem, foram criados outros repositórios personalizados 

utilizando ENSEMBL Gene e Refseq, para verificarmos a distribuição dos peptídeos 

anexados de acordo com cada enzima utilizada. É possível verificar que a maior 

parte dos peptídeos é compartilhada entre repositórios criados independentemente 

da enzima escolhida (Figura 4.2). 

 
Figura 4.2 - Diagramas de Venn demonstrando a distribuição dos peptídeos do SpliceProt 
anexados aos repositórios personalizados para as enzimas: tripsina (A), Lys-C (B), Glu-

C_bicarb (C) e Glu-C_phosph (D). 

 
 Foram identificadas 6.726 sequências proteicas usando FDR de 5%. Em 

análise adicional utilizando PEP de 1%, foram identificados 225 peptídeos oriundos 

do SpliceProt anexados ao repositório personalizado. Destes, 52 eram artefatos 

inerentes à metodologia utilizada para identificação de variantes de splicing e 173 

representavam peptídeos encontrados no experimento. O repositório 

UniProtKB/TrEMBL foi utilizado com o intuito de refinar a identificação desses 173 

peptídeos. Após a buscas desses peptídeos nesse repositório, 54 eram exclusivos 
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do SpliceProt e não seriam encontrados caso fosse utilizado somente o repositório 

UniProtKB/TrEMBL. Por fim, comparando os peptídeos encontrados pela nossa 

abordagem com os 57 encontrados no experimento realizado por Sheynkman e 

colaboradores (2013), 10 peptídeos eram idênticos para nas duas abordagens 

(Tabela 4.2).  

 

Tabela 4.2 - Peptídeos encontrados pela abordagem utilizando o repositório personalizado e 
pela abordagem de Sheynkman e colaboradores (2013). 

Peptídeo  UniprotKB/TrEMBL Símbolo Gênico 

AQEDALAQQAFEEAR não CBFB 

EENPEGPPNANEDYR não STK39 

SSTDSLPGELR não NCOA5 

DGYELSPTAAANFTR não PSMB2 

YISLIYTNYAGK não GSTP1 

SEVADFEPER não LETM1 

ATPEPGDEGEPGR sim ARHGEF1 

LGPGGLDPVEELQK sim CDC37 

MLDAEDIVGTLRPDEK sim ACTN4 

GYATDESTVSSVQGSR sim FXR1 
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4.2 - Segunda etapa: construção do segundo repositório personalizado e sua 
aplicação em experimentos espectrometria de massas oriundos de linhagem 
celular de oligodendrócitos humanos 

  

 O segundo repositório proteico personalizado, constituído por sequências 

proteicas canônicas do UniProt/SwissProt e peptídeos não-redundantes oriundos 

das isoformas do SpliceProt e do UniProt/SwissProt, foi utilizado em experimentos 

de MS oriundos de linhagem celular de oligodendrócitos humanos (Iwata et al., 

2013). O novo repositório personalizado era composto por 20.150 sequências 

canônicas e 204.294 peptídeos não redundantes, totalizando 224.453 sequências 

proteicas (Tavares et al., no prelo).  

 
4.2.1 - Variantes de splicing encontradas no proteoma de oligodendrócitos 
humanos  
 
 O experimento com o repositório proteico personalizado resultou na 

identificação de 2.081 proteínas, confirmados por 12.990 peptídeos não 

redundantes, usando como critério de restrição estatística PEP de 1%. Entre os 

peptídeos encontrados, 45 correspondiam a 39 variantes e 38 genes identificados 

exclusivamente pelos peptídeos anexados ao repositório personalizado (Tabela 4.3). 

Resultados similares também foram obtidos utilizando outros softwares (Mascot e 

MaxQuant) que identificam proteínas em dados de espectrometria de massas, tanto 

para o número de isoformas encontradas quanto para o número de peptídeos 

identificados por ambos programas (Tabelas 4.4 e 4.5). A interação entre as 

isoformas é representada pela figura 4.3 e algumas delas tiveram seus resultados 

analisados de forma mais detalhada na discussão desta tese (Figura 4.4). 
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Tabela 4.3 - Lista das 39 isoformas encontradas com o segundo repositório proteico 
personalizado em oligodendrócitos humanos. 

Símbolo gênico 
Identificador 

Uniprot/Refseq ID 
≥ cut off* 

DBNL Q9UJU6-2 Sim 

DNM2 P50570-3 Sim 

EEF1D P29692-3 Sim 

GLS O94925-3 Sim 

HNRNPAB Q99729-3 Sim 

IKBIP Q70UQ0-4 Sim 

KRAS P01116-2 Sim 

PDLIM3 Q53GG5-2 Sim 

RAVER1 Q8IY67-2 Sim 

SDR39U1 Q9NRG7-2 Sim 

SPTAN1 Q13813-3 Sim 

SREK1 Q8WXA9-2 Sim 

SUGT1 Q9Y2Z0-2 Sim 

TPD52L2 O43399-2 Sim 

TPM1 P09493-5 Sim 

TPM3 P06753-2 Sim 

HNRNPC P07910-2 Sim 

API5 Q9BZZ5-2 Não 

CAPZB P47756-2 Não 

GANAB Q14697-2 Não 

GLOD4 Q9HC38-2 Não 

HNRNPK P61978-3 Não 

HNRNPM XP_005272536.1 Não 

LOXL3 P58215-3 Não 

MAP4 P27816-5 Não 

MFF Q9GZY8-2 Não 

MRPL43 Q8N983-4 Não 

NDUFV3 P56181-2 Não 

NOL3 O60936-2 Não 

NOLC1 Q14978-3 Não 

NUDT4 Q9NZJ9-2 Não 

PKM P14618-2 Não 

PNKD Q8N490-2 Não 

RAVER1 NP_597709.2 Não 

SET Q01105-2 Não 

SF1 Q15637-6 Não 

TOR1AIP1 Q5JTV8-3 Não 

TPM2 P07951-2 Não 

ZNF414 Q96IQ9-2 Não 

  *razão de PSMs e peptídeos únicos ≥ 1,4.  

 
 



41 
 

Tabela 4.4 - Comparação entre os programas Proteome Discoverer, MaxQuant e Mascot 
para a identificação de variantes de splicing utilizando o repositório personalizado. 

Programa 
Número de 
peptídeos não 
redundantes  

Número de 
isoformas 
não 
redundantes 

Número de 
genes não 
redundantes 

Validação 
estatística  

Proteome Discoverer 45 39 38 1% PEP  

MaxQuant 48 42 40 1% FDR 

Mascot 44 39 36 1% PEP 

 

Tabela 4.5 - Número de peptídeos redundantes e não-redundantes entre o Proteome 
Discoverer e os programas MaxQuant e Mascot. 

Comparação Número de peptídeos 

Proteome Discoverer vs. MaxQuant  
Peptídeos idênticos 33 
Peptídeos únicos do Proteome Discoverer 12 
Peptídeos únicos do MaxQuant 15 
Total de peptídeos não-redundantes 60 

Proteome Discoverer vs. Mascot  
Peptídeos idênticos 28 
Peptídeos únicos do Proteome Discoverer 17 
Peptídeos únicos do Mascot 16 
Total de peptídeos não-redundantes 61 
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Figura 4.3 - Interação proteína-proteína entre as isoformas encontradas (proteínas em cinza) 
na linhagem de oligodendrócitos humanos e seus prováveis alvos de interação (proteínas 
em branco). 
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Figura 4.4 - Representação esquemática das variantes de splicing identificadas e seus respectivos peptídeos: (A) KRAS, (B) GLS, (C) MFF e (D) 
SUGT1. Éxons são representados pelos retângulos em amarelo (UTRs) e em azul (sequência codificadora) e íntrons são representados pelo 
símbolo “I” (do Inglês, pipe). Os peptídeos únicos são representados por linhas vermelhas tracejadas e pontilhadas e os peptídeos compartilhados 

por linhas verdes tracejadas e pontilhadas. Os aminoácidos entre parênteses indicam a fase do íntron. 

4
3 
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4.2.2 - Proposta de um novo critério para atribuir confiabilidade aos peptídeos 
oriundos de eventos de splicing alternativo identificados em experimentos de 
espectrometria de massas 

 
 Além do número de peptídeos únicos (UP) e o número de espectros 

identificados (PSM) como modo para atribuir confiabilidade aos peptídeos 

detectados pelo espectrômetro de massas, foi proposto um novo critério baseado na 

razão entre o número de espectros por peptídeos únicos para identificação de 

variantes de splicing. Este cálculo foi feito a partir da razão entre PSM/UP das 

proteínas canônicas com pelo menos dois peptídeos únicos identificados, resultando 

em 1,4 PSM/UP em média para o conjunto de dados analisado (Figura 4.5). Se 

usássemos esse critério para a seleção das isoformas, 17 teriam um cut off ≥ 1,4 

(Tabela 4.3).  

 Outra sugestão para a análise foi a contagem dos espectros das proteínas 

canônicas e das isoformas identificadas. Caso o número de espectros da isoforma 

fosse maior que o da canônica, é sugestivo que a isoforma está sendo mais 

expressa. Apenas um caso se enquadrou nessa condição representado pelo gene 

SDR39U1 e suas proteínas Q9NRG7 e Q9NRG7-2 que compartilham um peptídeo 

com 3 PSMs. Porém, a isoforma possui 4 PSMs para o seu peptídeo exclusivo 

(Figura 4.6). Todas as análises desenvolvidas nesse tópico foram realizadas com a 

colaboração do estudante de doutorado do nosso grupo, Gabriel Wajnberg.  
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Figura 4.5 - Razão entre o número de espectros encontrados (PSMs) por peptídeos únicos 
(UP) para as proteínas canônicas encontrados nos dados de oligondendrócitos. A linha 
vermelha indica a média encontrada de 1,4 no conjunto de dados.  
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4.6 - Transcritos do gene SDR39U1 onde o número de espectros do peptídeo (em 

vermelho) exclusivo da isoforma Q9NRG7-2 é maior que o número de espectros do 
peptídeo (em verde) compartilhado com a proteína canônica Q9NRG7. 
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4.2.3 - Validação da expressão de variantes de splicing encontradas na 
linhagem de oligodendrócitos humanos por RT-qPCR. 
 

 Com o intuito de detectar a expressão de mRNAs de algumas das variantes 

de splicing encontradas no proteoma da linhagem de oligodendrócitos humanos, 

cinco variantes (EEF1D, KRAS, MFF, SDR39U1, e SUGT1) foram selecionadas para 

validação experimental. Todas foram detectadas no nível de transcriptoma da 

linhagem MO3.13 (Figura 4.7). Estes experimentos foram realizados em colaboração 

com a Dra Patricia Savio de Araujo Souza (UFF e INCA). 

 

 

Figura 4.7 - Validação experimental de cinco isoformas (EEF1D, KRAS, MFF, SDR39U1, e 
SUGT1) encontradas na linhagem de oligodendrócitos humanos por RT-qPCR.  
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4.3 - Terceira etapa: utilização do pipeline de montagem de transcriptoma na 
construção de repositórios proteicos para aplicação em experimentos de MS 
de amostras cerebrais de homem e camundongo. 

 
 Nesta etapa serão apresentados dados relativos à montagem de dados de 

transcriptoma (RNA-Seq) de homem e camundongo. Os resultados seguem os três 

passos ilustrados na metodologia, seguidos pela identificação das variantes de 

splicing e sua tradução computacional. 

 
4.3.1 - Alinhamento contra o genoma (1º Alinhamento) e montagem com 
genoma de referência com Cufflinks. 

 
 Os reads originais passaram por filtro de qualidade e remoção dos 

adaptadores (trimming) antes do alinhamento contra o genoma de Homo sapiens e 

Mus musculus. Foi observada média de aproveitamento de aproximadamente 90% e 

95% para as corridas de homem e camundongo, respectivamente (Tabelas 4.6 e 

4.7). 
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Tabela 4.6 - Número de reads originais e tratados após o trimming e sua porcentagem de 
aproveitamento para o organismo Homo sapiens. 

Tecido Reads originais Reads após trimming 
Porcentagem de 
aproveitamento 

Cérebro-RT1 15.674.315 15.252.976 97,31% 
Cérebro-RT2 28.523.713 26.816.007 94,01% 
Fígado-RT1 37.803.015 33.740.075 89,25% 
Fígado-RT2 26.773.844 25.416.053 94,93% 
Baço-RT1 12.534.187 10.838.181 86,47% 
Baço-RT2 24.511.680 23.544.936 96,06% 
Pâncreas-RT1 11.313.824 11.052.520 97,69% 
Pâncreas-RT2 26.087.337 24.660.792 94,53% 
Tecido Adiposo-RT1 21.851.075 20.151.108 92,22% 
Tecido Adiposo-RT2 34.014.252 31.597.032 92,89% 
Glândula Adrenal-RT1 68.399.538 62.683.085 91,64% 
Glândula Adrenal-RT2 44.343.116 42.771.030 96,45% 
Ovário-RT1 52.282.560 47.874.719 91,57% 
Pulmão-RT1 18.971.601 17.315.531 91,27% 
Pulmão-RT2 24.893.990 23.718.384 95,28% 
Intestino Grosso-RT1 41.887.084 37.104.934 88,58% 
Intestino Grosso-RT2 29.918.829 27.590.262 92,22% 
Intestino Delgado-RT1 52.215.140 47.385.894 90,75% 
Intestino Delgado-RT2 29.794.253 28.423.132 95,40% 
Rim-RT1 14.083.463 11.878.324 84,34% 
Rim-RT2 28.492.976 25.836.709 90,68% 
Coração-RT1 50.084.789 44.838.320 89,52% 
Coração-RT2 33.438.516 32.247.500 96,44% 
Testículo-RT1 20.723.459 18.429.570 88,93% 
Testículo-RT2 30.834.929 29.600.597 96,00% 
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Tabela 4.7 - Número de reads originais e tratados após o trimming e sua porcentagem de 
aproveitamento para o organismo Mus musculus. 

Tecido Reads originais Reads após trimming 
Porcentagem de 
aproveitamento 

Cérebro-RT1 23.895.350 23.491.467 98,31% 
Cérebro-RT2 25.879.769 23.186.277 89,59% 
Fígado-RT1 32.182.775 30.694.632 95,38% 
Fígado-RT2 26.185.733 24.882.163 95,02% 
Baço-RT1 40.069.205 39.089.562 97,56% 
Baço-RT2 24.363.823 22.775.245 93,48% 
Pâncreas-RT1 17.333.609 16.413.095 94,69% 
Pâncreas-RT2 27.677.997 26.087.828 94,25% 
Tecido Adiposo-RT1 28.938.530 27.799.563 96,06% 
Tecido Adiposo-RT2 28.095.734 26.941.233 95,89% 
Glândula Adrenal-RT1 36.616.875 35.401.101 96,68% 
Glândula Adrenal-RT2 22.398.475 21.534.889 96,14% 
Ovário-RT1 31.557.381 30.532.813 96,75% 
Pulmão-RT1 21.023.171 20.059.980 95,42% 
Pulmão-RT2 23.749.496 22.346.829 94,09% 
Intestino Grosso-RT1 38.051.335 35.955.709 94,49% 
Intestino Grosso-RT2 31.369.371 28.411.929 90,57% 
Intestino Delgado-RT1 38.286.584 36.776.044 96,05% 
Intestino Delgado-RT2 32.803.922 31.534.589 96,13% 
Rim-RT1 37.729.075 34.539.530 91,55% 
Rim-RT2 27.023.549 25.872.580 95,74% 
Coração-RT1 29.892.315 28.727.380 96,10% 
Coração-RT2 25.489.392 24.611.316 96,56% 
Testículo-RT1 52.230.061 49.557.011 94,88% 
Testículo-RT2 30.611.590 29.332.481 95,82% 
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 O alinhamento dos reads de cada corrida gerou um arquivo de alinhamento 

que foi submetido à montagem com genoma de referência através do programa 

Cufflinks. A partir do critério de corte de FPKM > 0, foi observada média de 30.232 e 

22.269 transcritos montados para as corridas de homem e camundongo (Tabela 

4.8), gerados por uma média de 15.595 genes em homem e 15.258 camundongo 

(Tabela 4.9). Entretanto, a nossa base de dados não possuía a referência de uma 

pequena fração dos transcritos reconstruídos (Tabela 4.10). 

 

Tabela 4.8 - Número de transcritos montados pelo programa Cufflinks para os organismos 
Homo sapiens e Mus musculus. 

Tecido Homem Camundongo 

Cérebro-RT1 27.405  21.593  
Cérebro-RT2 31.874  23.778  
Fígado-RT1 28.551  20.236  
Fígado-RT2 30.134  21.358  
Baço-RT1 26.908  22.606  
Baço-RT2 31.362  18.872  
Pâncreas-RT1 29.134  20.938  
Pâncreas-RT2 30.028  21.468  
Tecido Adiposo-RT1 30.358 23.595  
Tecido Adiposo-RT2 32.232  24.851  
Glândula Adrenal-RT1 31.546  21.281  
Glândula Adrenal-RT2 32.110  22.847  
Ovário-RT1 31.351  22.078  
Pulmão-RT1 28.173  21.362  
Pulmão-RT2 31.692  23.360  
Intestino Grosso-RT1 29.148  21.933  
Intestino Grosso-RT2 32.162  23.720  
Intestino Delgado-RT1 26.580  21.456  
Intestino Delgado-RT2 29.166  23.506  
Rim-RT1 27.130  21.308  
Rim-RT2 31.543  22.838  
Coração-RT1 29.303  19.772  
Coração-RT2 30.627  22.311  
Testículo-RT1 32.702  24.469  
Testículo-RT2 34.596  25.206  
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Tabela 4.9 - Número de genes atingidos pela montagem com Cufflinks com FPKM FPKM > 
0 para as corridas de homem e camundongo.  

Tecido Homem Camundongo 

Cérebro-RT1 14.294 14.836 
Cérebro-RT2 16.158 16.126 
Fígado-RT1 14.847 13.898 
Fígado-RT2 15.301 14.472 
Baço-RT1 14.095 15.394 
Baço-RT2 15.958 13.068 
Pâncreas-RT1 15.177 14.338 
Pâncreas-RT2 15.614 14.556 
Tecido Adiposo-RT1 15.694 16.406 
Tecido Adiposo-RT2 16.413 17.007 
Glândula Adrenal-RT1 16.177 14.669 
Glândula Adrenal-RT2 16.275 15.463 
Ovário-RT1 16.248 15.278 
Pulmão-RT1 14.799 14.798 
Pulmão-RT2 16.089 15.816 
Intestino Grosso-RT1 15.360 15.136 
Intestino Grosso-RT2 16.343 16.109 
Intestino Delgado-RT1 13.976 14.815 
Intestino Delgado-RT2 14.877 15.968 
Rim-RT1 14.266 14.676 
Rim-RT2 16.116 15.450 
Coração-RT1 15.193 13.518 
Coração-RT2 15.501 15.077 
Testículo-RT1 17.228 17.148 
Testículo-RT2 17.886 17.422 
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Tabela 4.10 - Número de transcritos com informação sobre seu gene de origem em nossa 
base de dados.  

 
Homem Camundongo 

Tecido 

Número de 
transcritos 
com gene 

identificado 

Número de 
transcritos sem 

gene 
identificado 

Número de 
transcritos com 

gene 
identificado 

Número de 
transcritos sem 

gene 
identificado 

Cérebro-RT1 27.367 38 21.569 24 
Cérebro-RT2 31.820 54 23.745 33 
Fígado-RT1 28.499 52 20.215 21 
Fígado-RT2 30.080 54 21.332 26 
Baço-RT1 26.862 46 22.581 25 
Baço-RT2 31.296 92 18.862 10 
Pâncreas-RT1 29.079 55 20.916 22 
Pâncreas-RT2 29.973 55 21.444 24 
Tecido Adiposo-RT1 30.302 56 23.556 39 
Tecido Adiposo-RT2 32.163 69 24.805 46 
Glândula Adrenal-RT1 31.486 60 21.254 27 
Glândula Adrenal-RT2 32.037 73 22.815 32 
Ovário-RT1 31.276 75 22.039 39 
Pulmão-RT1 28.121 52 21.340 22 
Pulmão-RT2 31.631 61 23.331 29 
Intestino Grosso-RT1 29.094 54 21.902 31 
Intestino Grosso-RT2 32.094 68 23.686 34 
Intestino Delgado-RT1 26.524 56 21.426 30 
Intestino Delgado-RT2 29.103 63 23.465 41 
Rim-RT1 27.085 45 21.286 22 
Rim-RT2 31.478 65 22.806 32 
Coração-RT1 29.245 58 19.755 17 
Coração-RT2 30.571 56 22.286 25 
Testículo-RT1 32.610 92 24.371 98 
Testículo-RT2 34.477 119 25.119 87 
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4.3.2 - Alinhamento contra as sequências dos transcritos (2º Alinhamento) e 1ª 
seleção de reads. 
 
 Após a montagem dos transcritos usando a anotação de transcritos de 

referência, foi realizada a primeira seleção de reads para identificar aqueles que 

foram utilizados por esta montagem e selecionar aqueles que não foram utilizados. 

Foi encontrada média de aproximadamente de 70% e 60% de reads não utilizados 

pelo Cufflinks para a montagem (Tabelas 4.11 e 4.12). 

 
Tabela 4.11 - Número de reads após o trimming, utilizados e não utilizados pelo programa 
Cufflinks para o organismo Homo sapiens. 

Tecido 
Reads após o 

trimming 
Utilizados pelo 

Cufflinks 
Não utilizados 
pelo Cufflinks 

Cérebro-RT1 15.252.976 5.068.177 10.184.799 
Cérebro-RT2 26.816.007 9.184.496 17.631.511 
Fígado-RT1 33.740.075 11.416.693 22.323.382 
Fígado-RT2 25.416.053 9.191.195 16.224.858 
Baço-RT1 10.838.181 3.354.070 7.484.111 
Baço-RT2 23.544.936 7.120.821 16.424.115 
Pâncreas-RT1 11.052.520 4.107.485 6.945.035 
Pâncreas-RT2 24.660.792 8.449.218 16.211.574 
Tecido Adiposo-RT1 20.151.108 5.059.398 15.091.710 
Tecido Adiposo-RT2 31.597.032 10.928.599 20.668.433 
Glândula Adrenal-RT1 62.683.085 22.029.469 40.653.616 
Glândula Adrenal-RT2 42.771.030 15.727.158 27.043.872 
Ovário-RT1 47.874.719 16.254.196 31.620.523 
Pulmão-RT1 17.315.531 6.983.287 10.332.244 
Pulmão-RT2 23.718.384 9.269.610 14.448.774 
Intestino Grosso-RT1 37.104.934 8.030.615 29.074.319 
Intestino Grosso-RT2 27.590.262 6.913.698 20.676.564 
Intestino Delgado-RT1 47.385.894 12.704.281 34.681.613 
Intestino Delgado-RT2 28.423.132 8.787.962 19.635.170 
Rim-RT1 11.878.324 3.345.830 8.532.494 
Rim-RT2 25.836.709 7.459.726 18.376.983 
Coração-RT1 44.838.320 10.955.725 33.882.595 
Coração-RT2 32.247.500 10.802.857 21.444.643 
Testículo-RT1 18.429.570 6.025.888 12.403.682 
Testículo-RT2 29.600.597 10.416.829 19.183.768 
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Tabela 4.12 - Número de reads após o trimming, utilizados e não utilizados pelo programa 
Cufflinks para o organismo Mus musculus. 

Tecido 
Reads após o 

trimming 
Utilizados pelo 

Cufflinks 
Não utilizados 
pelo Cufflinks 

Cérebro-RT1 23.491.467 8.584.244 14.907.223 
Cérebro-RT2 23.186.277 10.693.233 12.493.044 
Fígado-RT1 30.694.632 12.092.656 18.601.976 
Fígado-RT2 24.882.163 13.545.040 11.337.123 
Baço-RT1 39.089.562 17.172.219 21.917.343 
Baço-RT2 22.775.245 2.850.649 19.924.596 
Pâncreas-RT1 16.413.095 6.743.643 9.669.452 
Pâncreas-RT2 26.087.828 10.973.540 15.114.288 
Tecido Adiposo-RT1 27.799.563 11.095.577 16.703.986 
Tecido Adiposo-RT2 26.941.233 13.493.497 13.447.736 
Glândula Adrenal-RT1 35.401.101 9.494.238 25.906.863 
Glândula Adrenal-RT2 21.534.889 10.711.894 21.534.889 
Ovário-RT1 30.532.813 12.333.065 18.199.748 
Pulmão-RT1 20.059.980 10.336.990 9.722.990 
Pulmão-RT2 22.346.829 12.604.033 9.742.796 
Intestino Grosso-RT1 35.955.709 12.218.609 23.737.100 
Intestino Grosso-RT2 28.411.929 13.792.516 14.619.413 
Intestino Delgado-RT1 36.776.044 12.173.103 24.602.941 
Intestino Delgado-RT2 31.534.589 16.641.847 14.892.742 
Rim-RT1 34.539.530 10.937.598 23.601.932 
Rim-RT2 25.872.580 12.901.335 12.971.245 
Coração-RT1 28.727.380 3.378.937 25.348.443 
Coração-RT2 24.611.316 8.339.668 16.271.648 
Testículo-RT1 49.557.011 22.198.392 27.358.619 
Testículo-RT2 29.332.481 186.719 29.145.762 
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4.3.3 - Alinhamento contra as sequências gênicas (3º Alinhamento), 2ª seleção 
de reads e montagem de novo com Trinity 
 

 Os reads não utilizados para montagem de novos transcritos pelo programa 

Cufflinks, foram alinhados contra as sequências gênicas de seus respectivos 

organismos (3º Alinhamento). Esta etapa teve como intuito identificar aqueles reads 

que mapearam corretamente em apenas um único gene. Após este terceiro 

mapeamento, foi observada média de aproveitamento de aproximadamente 3% e 

5% de reads não utilizados pelo programa Cufflinks e que seguiram o critério 

mencionado para homem e camundongo, respectivamente (Tabelas 4.13 e 4.14).  

 
Tabela 4.13 - Número de reads não utilizados pelo Cufflinks, número de reads selecionados 
e não selecionados no o terceiro alinhamento para organismo Homo sapiens. 

Tecido 
Reads não utilizados 

pelo Cufflinks 

Reads não 

selecionados no o 3º 
alinhamento 

Selecionados no 
3º alinhamento 

Cérebro-RT1 10.184.799 9.858.160 326.639 
Cérebro-RT2 17.631.511 17.101.811 529.700 
Fígado-RT1 22.323.382 21.797.925 525.457 
Fígado-RT2 16.224.858 15.868.750 356.108 
Baço-RT1 7.484.111 7.213.153 270.958 
Baço-RT2 16.424.115 15.939.566 484.549 
Pâncreas-RT1 6.945.035 6.711.513 233.522 
Pâncreas-RT2 16.211.574 15.877.463 334.111 
Tecido Adiposo-RT1 15.091.710 14.737.523 354.187 
Tecido Adiposo-RT2 20.668.433 20.004.275 664.158 
Glândula Adrenal-RT1 40.653.616 39.539.581 1.114.035 
Glândula Adrenal-RT2 27.043.872 26.244.733 799.139 
Ovário-RT1 31.620.523 30.374.594 1.245.929 
Pulmão-RT1 10.332.244 10.053.484 278.760 
Pulmão-RT2 14.448.774 14.067.373 381.401 
Intestino Grosso-RT1 29.074.319 28.458.551 615.768 
Intestino Grosso-RT2 20.676.564 20.242.094 434.470 
Intestino Delgado-RT1 34.681.613 33.496.748 1.184.865 
Intestino Delgado-RT2 19.635.170 19.047.560 587.610 
Rim-RT1 8.532.494 8.277.304 255.190 
Rim-RT2 18.376.983 17.879.599 497.384 
Coração-RT1 33.882.595 33.128.178 754.417 
Coração-RT2 21.444.643 20.940.841 503.802 
Testículo-RT1 12.403.682 11.705.269 698.413 
Testículo-RT2 19.183.768 18.212.300 971.468 
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Tabela 4.14 - Número de reads não utilizados pelo Cufflinks, número de reads selecionados 
e não selecionados no terceiro alinhamento para organismo Mus musculus. 

Tecido 
Reads não utilizados 

pelo Cufflinks 
Reads não selecionados 

no o 3º alinhamento 
Selecionados no 
3º alinhamento 

Cérebro-RT1 14.907.223 14.137.329 769.894 
Cérebro-RT2 12.493.044 11.775.655 717.389 
Fígado-RT1 18.601.976 17.696.085 905.891 
Fígado-RT2 11.337.123 10.613.753 723.370 
Baço-RT1 21.917.343 20.286.429 1.630.914 

Baço-RT2 19.924.596 19.478.474 446.122 

Pâncreas-RT1 9.669.452 8.974.083 695.369 
Pâncreas-RT2 15.114.288 13.802.896 1.311.392 
Tecido Adiposo-RT1 16.703.986 15.679.143 1.024.843 
Tecido Adiposo-RT2 13.447.736 12.567.185 880.551 
Glândula Adrenal-RT1 25.906.863 25.420.038 486.825 
Glândula Adrenal-RT2 21.534.889 20.400.572 1.134.317 
Ovário-RT1 18.199.748 17.478.441 721.307 
Pulmão-RT1 9.722.990 9.274.887 448.103 
Pulmão-RT2 9.742.796 9.279.927 462.869 
Intestino Grosso-RT1 23.737.100 22.579.525 1.157.575 
Intestino Grosso-RT2 14.619.413 13.615.894 1.003.519 
Intestino Delgado-RT1 24.602.941 23.763.733 839.208 
Intestino Delgado-RT2 14.892.742 14.015.202 877.540 
Rim-RT1 23.601.932 22.961.917 640.015 
Rim-RT2 12.971.245 12.357.092 614.153 
Coração-RT1 25.348.443 25.063.054 285.389 
Coração-RT2 16.271.648 15.809.794 461.854 
Testículo-RT1 27.358.619 23.351.915 4.006.704 
Testículo-RT2 29.145.762 25.977.051 3.168.711 
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 Os reads que mapearam corretamente em apenas um único gene foram 

submetidos à montagem de novo com programa Trinity, para que reconstrução dos 

transcritos pudesse ser executada. Foi observado aproveitamento de 93% dos reads 

utilizados pelo Trinity para ambos os organismos (Tabelas 4.15 e 4.16).  

 
Tabela 4.15 - Número de reads mapeados corretamente nas sequências gênicas de Homo 
sapiens e que foram selecionados para a montagem de novo e, número e reads que foram 

utilizados pelo Trinity. 

Tecido 
 

Reads mapeados corretamente e 

selecionados para montagem com 
Trinity 

Reads utilizados na 

montagem pelo Trinity 

Cérebro-RT1 326.639 306.739 
Cérebro-RT2 529.700 504.470 
Fígado-RT1 525.457 486.107 
Fígado-RT2 356.108 327.932 
Baço-RT1 270.958 236.041 
Baço-RT2 484.549 443.201 
Pâncreas-RT1 233.522 207.489 
Pâncreas-RT2 334.111 304.046 
Tecido Adiposo-RT1 354.187 323.293 
Tecido Adiposo-RT2 664.158 627.924 
Glândula Adrenal-RT1 1.114.035 1.071.314 
Glândula Adrenal-RT2 799.139 758.552 
Ovário-RT1 1.245.929 1.192.284 
Pulmão-RT1 278.760 257.229 
Pulmão-RT2 381.401 355.278 
Intestino Grosso-RT1 615.768 572.620 
Intestino Grosso-RT2 434.470 399.998 
Intestino Delgado-RT1 1.184.865 1.152.891 
Intestino Delgado-RT2 587.610 558.975 
Rim-RT1 255.190 230.856 
Rim-RT2 497.384 462.773 
Coração-T1 754.417 711.362 
Coração-T2 503.802 473.522 
Testículo-T1 698.413 638.114 
Testículo-T2 971.468 917.454 
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Tabela 4.16 - Número de reads mapeados corretamente nas sequências gênicas de Mus 
musculus e que foram selecionados para a montagem de novo e, número e reads que foram 
utilizados pelo Trinity. 

Tecido 

Reads mapeados corretamente e 

selecionados para montagem com 
Trinity 

Reads utilizados na 
montagem pelo Trinity 

Cérebro-RT1 769.894 733.794 
Cérebro-RT2 717.389 673.532 
Fígado-RT1 905.891 878.134 
Fígado-RT2 723.370 697.427 
Baço-RT1 1.630.914 1.601.750 
Baço-RT2 446.122 314.154 
Pâncreas-RT1 695.369 517.270 
Pâncreas-RT2 1.311.392 1.201.544 
Tecido Adiposo-RT1 1.024.843 987.042 
Tecido Adiposo-RT2 880.551 845.096 
Glândula Adrenal-RT1 486.825 454.312 

Glândula Adrenal-RT2 1.134.317 1.113.056 

Ovário-RT1 721.307 683.124 
Pulmão-RT1 448.103 414.564 
Pulmão-RT2 462.869 431.106 
Intestino Grosso-RT1 1.157.575 1.123.987 
Intestino Grosso-RT2 1.003.519 970.031 
Intestino Delgado-RT1 839.208 808.508 
Intestino Delgado-RT2 877.540 846.127 
Rim-RT1 640.015 605.653 
Rim-RT2 614.153 577.070 
Coração-RT1 285.389 260.762 
Coração-RT2 461.854 435.750 
Testículo-RT1 4.006.704 3.966.406 
Testículo-RT2 3.168.711 3.131.563 
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 Para Homo sapiens, o número de transcritos montados pelo Trinity variou 

entre 2.894 e 29.316, sendo observada média aproximada de 10.000 transcritos por 

corrida. Para Mus musculus, o número de transcritos montados pelo Trinity variou 

entre 3.904 e 124.871, sendo observada média aproximada de 22.000 transcritos 

por corrida. O número de genes com pelo menos um transcrito montado variou entre 

1.360 e 6.163, apresentando média aproximada de 2.700 genes por corrida para 

humano. Para camundongo, o número de genes com pelo menos um transcrito 

montado variou entre 1.537 e 8.322, apresentando média aproximada de 3.600 

genes por corrida (Tabela 4.17; Figuras 4.8 a 4.11). 

 
Tabela 4.17 - Número de transcritos montados e número de genes com pelo menos um 
transcrito montado em homem e camundongo. 

Tecido 
Número de transcritos montados 

Número de genes com pelo 
menos um transcrito montado 

Homem Camundongo Homem Camundongo 

Cérebro-RT1 4.044 26.678 1.788 4.099 
Cérebro-RT2 5.276 15.789 2.339 3.580 
Fígado-RT1 11.206 13.820 2.541 2.549 

Fígado-RT2 7.900 10.065 2.099 2.248 

Baço-RT1 6.991 45.946 2.292 4.879 
Baço-RT2 9.694 4.328 2.797 2.368 
Pâncreas-RT1 5.639 4.494 1.987 1.715 
Pâncreas-RT2 3.313 3.903 1.555 1.537 
Tecido Adiposo-RT1 7.682 26.964 2.346 4.772 
Tecido Adiposo-RT2 12.717 22.381 3.184 4.342 
Glândula Adrenal-RT1 13.151 12.172 3.328 2.955 

Glândula Adrenal-RT2 9.820 13.467 2.964 4.351 

Ovário-RT1 29.316 18.561 4.539 3.817 
Pulmão-RT1 4.057 7.872 1.732 2.676 
Pulmão-RT2 4.596 6.683 2.089 2.601 
Intestino Grosso-RT1 8.997 34.260 2.897 4.598 
Intestino Grosso-RT2 8.573 22.387 2.869 3.854 
Intestino Delgado-RT1 22.807 21.853 3.511 3.607 
Intestino Delgado-RT2 12.153 17.072 2.620 3.286 
Rim-RT1 2.894 14.151 1.360 3.029 
Rim-RT2 4.955 10.202 2.200 2.845 
Coração-RT1 10.728 8.210 2.788 2.031 
Coração-RT2 8.625 10.392 2.516 2.552 
Testículo-RT1 19.575 124.871 5.147 8.322 
Testículo-RT2 27.447 57.899 6.163 7.363 
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Figura 4.8 - Número de transcritos montados pelo Trinity em homem. 

 
 
 
 

 
Figura 4.9 - Número de transcritos montados pelo Trinity em camundongo. 
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Figura 4.10 - Número de genes com pelo menos um transcrito montado pelo Trinity em 
homem. 

 
 
 
 
 

 
Figura 4.11 - Número de genes com pelo menos um transcrito montado pelo Trinity em 
camundongo. 
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4.3.4 - Identificação e tradução das variantes de splicing de camundongo e 
humano 
 
 Os transcritos reconstruídos pela montagem de novo foram incorporados às 

bases de dados de humano e camundongo para posterior identificação das variantes 

de splicing. Em Homo sapiens, a maioria das variantes de splicing geradas pelo 

programa Trinity poderiam ser confirmadas também por ESTs ou por sequências 

curadas (RefSeq). O número de variantes geradas exclusivamente pelo Trinity 

variou entre 66 (rim – primeira réplica técnica) e 969 (testículo – segunda réplica 

técnica) (Tabela 4.18; Figura 4.12).  

 
Tabela 4.18 - Número de variantes de splicing geradas pelo Trinity e sua confirmação por 

demais dados de transcriptoma (ESTs e RefSeqs) em homem. 

Tecido 
Trinity, 

RefSeq e 
ESTs 

Trinity e  
RefSeq 

Trinity 
e 

ESTs 

RefSeq  
e ESTs 

Apenas 
Trinity 

Cérebro-RT1 131 0 403 689 100 
Cérebro-RT2 242 0 718 1.134 260 
Fígado-RT1 111 0 468 611 157 
Fígado-RT2 132 0 534 702 235 
Baço-RT1 56 0 318 427 92 
Baço-RT2 143 0 693 776 202 
Pâncreas-RT1 67 0 322 420 81 
Pâncreas-RT2 59 0 289 355 76 
Tecido Adiposo-RT1 125 1 570 814 121 
Tecido Adiposo-RT2 223 1 794 1.101 265 
Glândula Adrenal-RT1 224 0 749 1.118 305 
Glândula Adrenal-RT2 251 3 818 1.195 296 
Ovário-RT1 177 0 672 909 234 
Pulmão-RT1 100 0 397 581 113 
Pulmão-RT2 155 1 600 874 197 
Intestino Grosso-RT1 101 0 476 635 151 
Intestino Grosso-RT2 166 0 657 929 219 
Intestino Delgado-RT1 82 0 466 496 170 
Intestino Delgado-RT2 143 0 637 773 303 
Rim-RT1 66 0 264 456 66 
Rim-RT2 155 0 531 864 154 
Coração-RT1 139 0 540 798 182 
Coração-RT2 165 0 656 919 213 
Testículo-RT1 184 0 995 1.059 651 
Testículo-RT2 267 1 1.373 1.325 969 
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Figura 4.12 - Número de variantes de splicing geradas pelo Trinity confirmadas por RefSeq e 

ESTs (em verde), confirmadas apenas por ESTs (em roxo), confirmadas apenas por RefSeq 
(em vermelho) e exclusivas do Trinity (em amarelo) em humano. 
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 Em Mus musculus, o mesmo comportamento foi observado e o número de 

variantes geradas exclusivamente pelo Trinity variou entre 35 (pâncreas – primeira 

réplica técnica) e 1.739 (segunda réplica técnica do tecido testicular) (Tabela 4.19; 

Figura 4.13). 

 
Tabela 4.19 - Número de variantes de splicing geradas pelo Trinity e sua confirmação por 
demais dados de transcriptoma (ESTs e RefSeqs) em camundongo. 

Tecido 
Trinity,  

RefSeq e 
ESTs 

Trinity e 
RefSeq 

Trinity  
e ESTs 

RefSeq 
e ESTs 

Apenas 
Trinity 

Cérebro-RT1 12 0 404 105 122 
Cérebro-RT2 30 0 726 175 241 
Fígado-RT1 11 0 351 72 136 
Fígado-RT2 20 0 510 129 187 
Baço-RT1 17 0 779 102 391 
Baço-RT2 0 0 53 4 50 
Pâncreas-RT1 4 0 214 67 35 
Pâncreas-RT2 8 0 244 68 44 
Tecido Adiposo-RT1 7 0 574 116 226 
Tecido Adiposo-RT2 28 0 867 178 365 
Glândula Adrenal-RT1 8 0 388 101 100 
Glândula Adrenal-RT2 36 0 1597 189 349 
Ovário-RT1 11 0 411 105 102 
Pulmão-RT1 9 0 310 63 86 
Pulmão-RT2 23 0 557 152 169 
Intestino Grosso-RT1 10 1 463 63 134 
Intestino Grosso-RT2 21 0 790 168 300 
Intestino Delgado-RT1 4 0 330 71 100 
Intestino Delgado-RT2 24 0 672 158 271 
Rim-RT1 11 0 393 66 115 
Rim-RT2 21 0 624 136 225 
Coração-RT1 3 0 268 51 59 
Coração-RT2 17 0 558 130 176 
Testículo-RT1 16 0 915 66 1003 
Testículo-RT2 40 2 2393 150 1739 
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Figura 4.13. Número de variantes de splicing geradas pelo Trinity confirmadas por RefSeq e 

ESTs (em verde), confirmadas apenas por ESTs (em roxo), confirmadas apenas por RefSeq 
(em vermelho) e exclusivas do Trinity (em amarelo) em camundongo. 
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 As variantes exclusivas geradas pelo Trinity foram traduzidas, variando entre 

42 (pâncreas – segunda réplica técnica) e 564 (testículo – segunda  réplica técnica) 

sequências proteicas para as corridas de Homo sapiens. Para Mus musculus, as 

variantes exclusivas variaram entre 9 (baço – segunda réplica técnica) e 939 

(testículo – segunda réplica técnica) sequências proteicas (Tabela 4.20; Figuras 4.14 

e 4.15).  

 
Tabela 4.20 - Número de variantes exclusivas do Trinity e suas sequências proteicas para 
Homo sapiens e Mus musculus. 

Tecido 

Variantes de splicing exclusivas  

do Trinity 

Sequências proteicas obtidas a 
partir das variantes de splicing 

exclusivas do Trinity 

Humano Camundongo Humano Camundongo 

Cérebro-RT1 100 122 77 63 
Cérebro-RT2 260 241 173 132 
Fígado-RT1 157 136 104 58 
Fígado-RT2 235 187 131 93 
Baço-RT1 92 391 57 192 
Baço-RT2 202 50 116 9 
Pâncreas-RT1 81 35 47 18 
Pâncreas-RT2 76 44 41 22 
Tecido Adiposo-RT1 121 226 91 103 
Tecido Adiposo-RT2 265 365 158 185 
Glândula Adrenal-RT1 305 100 204 47 
Glândula Adrenal-RT2 296 349 192 211 
Ovário-RT1 234 102 136 58 
Pulmão-RT1 113 86 74 49 
Pulmão-RT2 197 169 126 95 
Intestino Grosso-RT1 151 134 89 67 
Intestino Grosso-RT2 219 300 124 158 
Intestino Delgado-RT1 170 100 97 46 
Intestino Delgado-RT2 303 271 177 142 
Rim-RT1 66 115 48 60 
Rim-RT2 154 225 103 123 
Coração-RT1 182 59 117 26 
Coração-RT2 213 176 140 95 
Testículo-RT1 651 1003 375 480 
Testículo-RT2 969 1739 564 939 
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Figura 4.14 - Número de variantes exclusivas do Trinity (em amarelo) e suas sequências 
proteicas (em azul) para Homo sapiens. 

 
 
 
 

 
Figura 4.15 - Número de variantes exclusivas do Trinity (em amarelo) e suas sequências 
proteicas (em azul) para Mus musculus. 
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 Ao unirmos os resultados das réplicas técnicas de cada tecido, foram 

contabilizadas 3.399 e 3.382 sequências proteicas não redundantes oriundas 

exclusivamente do programa Trinity, distribuídas em 2.654 e 2.718 genes não 

redundantes em homem e camundongo, respectivamente (Figura 4.16 e Figura 

4.17). 

 
Figura 4.16 - Número de sequência proteicas (em azul escuro) e genes (em azul claro) não 
redundantes obtidos após a tradução das variantes de splicing exclusivas geradas pelo 

Trinity para homem. 
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Figura 4.17 - Número de sequência proteicas (em azul escuro) e genes (em azul claro) não 
redundantes obtidos após a tradução das variantes de splicing exclusivas geradas pelo 

Trinity para camundongo. 
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4.3.5 - Aplicação de repositórios personalizados em experimentos de 
espectrometria de massas de tecido cerebral humano e de camundongo.  
 
 O terceiro repositório, contendo 15.447 sequências canônicas e 28.102 

peptídeos digeridos in silico (provenientes das isoformas reconstruídas pela 

montagem de transcriptoma), foi aplicado para a anotação de experimentos de MS 

de amostras do lobo temporal anterior (ATL) e corpo caloso (CC) humano. Para a 

identificação das proteínas canônicas, pelo menos dois peptídeos únicos deveriam 

ser considerados. 

 Foram identificadas 1.240 proteínas canônicas em ATL, confirmadas por 

8.028 peptídeos e derivadas de 1.240 genes. Em CC, foram identificadas 927 

proteínas canônicas, confirmadas por 6.179 e derivadas de 927 genes. O número de 

isoformas identificadas em ATL foi de 136, confirmadas por 390 peptídeos, 

derivadas de 129 genes. Em CC, foram identificadas 109 isoformas, confirmadas por 

295 peptídeos e derivadas de 102 genes (Tabela 4.21). 

 A razão PSM/UP calculada a partir das proteínas canônicas de cada região 

cerebral foi de 4,72 para ATL e 5,85 para CC. Ao aplicarmos esse critério para as 

isoformas, seriam consideradas 59 em ATL e 19 em CC.  

 
Tabela 4.21 - Número de proteínas identificadas e seus respectivos números de genes e 
peptídeos em ATL e CC. 

Região 
cerebral 

Lobo temporal anterior Corpo caloso 

 Genes Proteínas Peptídeos Genes Proteínas Peptídeos 

Canônicas 1.240 1.240 8.028 927 927 6.179 
Isoformas 129 136 390 102 109 295 
Total 1.348 1.376 8.418 1.011 1.036 6.474 

 
 Os genes em ATL indicam que 1.219 expressam somente proteínas 

canônicas, 108 apenas isoformas e 21 tanto proteínas canônicas quanto suas 

isoformas. Em CC, 909 expressam somente proteínas canônicas, 84 apenas 

isoformas e 18 tanto proteínas canônicas quanto suas isoformas (Tabela 4.22). 

 
Tabela 4.22 - Perfil da expressão proteica dos genes em ATL e CC. 

Expressão proteica dos genes ATL CC 

Somente canônicas 1.219 909 
Somente isoformas 108 84 
Canônicas e isoformas 21 18 
Total 1.348 1.011 
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 A análise das isoformas também revelou que de um total de 163 isoformas 

distintas, 82 eram expressam em ATL e CC, 54 eram expressas exclusivamente em 

ATL e 27 eram expressas exclusivamente em CC. Quando comparadas somente as 

isoformas com a razão superior ao calculado para cada região, foram totalizadas 58 

isoformas distintas, sendo 13 expressas em ATL e CC, 6 exclusivas de CC e 39 

exclusivas de ATL. Entre as canônicas, 716 eram expressam em ATL e CC, 524 

eram exclusivas de ATL e 211 eram exclusivas de CC (Tabela 4.23). 

 
Tabela 4.23 - Distribuição das proteínas canônicas e isoformas com e sem cut off em ATL e 

CC. 

Comparação  Proteínas 

ATL vs. CC  Canônicas 
Isoformas 

(sem cut off) 
Isoformas 

(com cut off) 

Número de proteínas idênticas 716 82 13 
Número de proteínas exclusivas de ATL 524 54 39 
Número de proteínas exclusivas de CC 211 27 6 
Total 1451 163 58 
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 Entre as isoformas encontradas, duas foram detectadas somente pelo uso do 

programa Trinity. Uma delas foi encontrada somente em ATL e pertencia ao gene 

KIF1A. O peptídeo detectado no espectrômetro de massas também era 

compartilhado por outra isoforma (NP_004312) que tem origem em um mRNA de 46 

éxons (NM_004321) (Figura 4.18). 

 

 
Figura 4.18 - Comparação entre a isoforma NP_004312 e a isoforma hipotética gerada pela 
nossa abordagem. Éxons são representados pelos retângulos em amarelo (UTRs) e em azul 
(sequência codificadora). As reticências simbolizam todos os éxons que intervalam os éxons 
numerados. O peptídeo encontrado é representado pelo retângulo verde. 

 

 Entre os genes que expressavam as proteínas canônicas e as isoformas, 

apenas em CC foram observados dois genes NUDT16 e NEBL. A isoforma 

(NP_689608) do gene NUDT16 foi confirmada por 4 peptídeos (7 PSMs) e a 

proteína canônica por (NP_001165377) foi confirmada por dois peptídeos (3 PSMs; 

Figura 4.19A). A isoforma (NP_998734) do gene NEBL foi confirmada por 6 

peptídeos (11 PSMs) e a proteína canônica por (NP_006384) foi confirmada por 3 

peptídeos (8 PSMs; Figura 4.19B).  

 
Figura 4.19 - Representação esquemática das variantes de splicing identificadas e seus 
respectivos peptídeos: (A) NUDT16, (B) NEBL. Éxons são representados pelos retângulos 
em amarelo (UTRs) e em azul (sequência codificadora) e íntrons são representados pelo 
símbolo “I”. As reticências simbolizam todos os éxons que intervalam os éxons numerados. 
Os peptídeos únicos são representados por linhas vermelhas tracejadas e pontilhadas. Os 
peptídeos compartilhados são representados por linhas verdes tracejadas. 
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 O estudo que gerou os dados de ATL e CC identificou 5 proteínas que ainda 

não haviam sido evidenciadas por MS. Foram encontrados dois peptídeos 

(“VTVAESSSDGR” com 1 PSM e “AADAVGEILLSLSYLPTAER” 3 PSMs) referentes 

a proteína canônica NP_808878, que pertence ao gene SYT12. Ao alinharmos as 

quatro proteínas que são expressas por este gene, observamos que os dois são 

compartilhados entre elas (Figura 4.20). 
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Figura 4.20 - Alinhamento entre a proteína canônica NP_808878 e as demais isoformas do 
gene SYT12. Os peptídeos encontrados estão destacados pelas linhas vermelhas. 
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 O quarto repositório (camundongo) consistia em 19.518 proteínas canônicas e 

9.301 peptídeos digeridos in silico a partir das isoformas provenientes da montagem 

de transcriptoma. Esse repositório foi destinado à análise de três réplicas biológicas 

de corpo caloso de camundongo. Para a identificação das proteínas canônicas, pelo 

menos dois peptídeos únicos deveriam ser considerados.  

 Foram identificadas 4.050 proteínas canônicas na primeira réplica biológica, 

4.300 na segunda réplica biológica e 3.955 na terceira réplica biológica, confirmadas 

por 25.899, 35.111 e 26.671 peptídeos distintos, respectivamente. Essas proteínas 

eram derivadas de 4.050 genes na primeira réplica biológica, 4.300 genes na 

segunda réplica biológica e 3.955 genes na terceira réplica biológica (Tabela 4.24). 

 Foram identificadas 79 isoformas na primeira réplica biológica, 75 na segunda 

réplica biológica e 70 na terceira réplica biológica, confirmadas por 25.899, 35.111 e 

26.671 peptídeos distintos, respectivamente. Essas isoformas eram derivadas de 75 

genes na primeira réplica biológica, 73 genes na segunda réplica biológica e 67 

genes na terceira réplica biológica (Tabela 4.24). 

Tabela 4.24 - Número de proteínas identificadas e seus respectivos números de genes e 
peptídeos nas réplicas biológicas de corpo caloso de camundongo. 

Réplica Canônicas Isoformas Total 

Réplica 1    

Genes 4.050 75 4.085 

Proteínas 4.050 79 4.129 

Peptídeos 25.899 210 26.109 

Réplica 2    

Genes 4.300 73 4.341 

Proteínas 4.300 75 4.375 

Peptídeos 35.111 223 35.334 

Réplica 3    

Genes 3.955 67 3.992 

Proteínas 3.955 70 4.025 

Peptídeos 26.671 184 26.855 

 
 Os genes na primeira réplica indicam que 4.010 expressam somente 

proteínas canônicas, 35 apenas isoformas e 40 tanto proteínas canônicas quanto 

suas isoformas. Na segunda réplica, 4.268 expressam somente proteínas canônicas, 

41 apenas isoformas e 32 tanto proteínas canônicas quanto suas isoformas. Já na 

terceira réplica, 3.925 expressam somente proteínas canônicas, 37 apenas 

isoformas e 30 tanto proteínas canônicas quanto suas isoformas. (Tabela 4.25). 
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Tabela 4.25 - Perfil da expressão proteica dos genes em ATL e CC. 

Expressão proteica dos genes Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 

Somente canônicas 4.010 4.268 3.925 

Somente isoformas 35 41 37 

Canônicas e isoformas 40 32 30 

Total 4.085 4.341 3.992 

 

 Unindo as proteínas canônicas de todas as três réplicas, foram contabilizadas 

5.246 proteínas canônicas distintas e 110 isoformas distintas. A distribuição entre as 

réplicas indica que a maior parte das proteínas canônicas e das isoformas era 

compartilhado entre as três réplicas (Figuras 4.21 e 4.22).  

 

 
Figura 4.21 - Distribuição das proteínas canônicas entre as três réplicas. 
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Figura 4.22 - Distribuição das isoformas entre as três réplicas. 

 
 A razão PSM/UP obtida através das proteínas canônicas foi calculada em 

aproximadamente 2 para as três réplicas. Quando este critério foi aplicado para a 

seleção das isoformas, foram selecionadas 24, 18 e 17 isoformas para as réplicas 1, 

2 e 3, respectivamente. Ao uni-las, foram contabilizadas 35 isoformas distintas que, 

distribuídas entre as três réplicas, indica que a réplica 1 detém a maior parte das 

isoformas (Figura 4.23). 
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Figura 4.23 -. Distribuição das isoformas que passaram pelo cut off >= 2  entre as três 

réplicas. 

 
 Entre as isoformas encontradas, 8 eram derivadas exclusivamente do 

programa Trinity, sendo duas exclusivas de uma única réplica. A primeira pertence 

ao gene Slc4a10. O alinhamento entre a isoforma hipotética gerada e uma das 

isoformas curadas do mesmo gene (NP_001229310), demonstra que o peptídeo 

encontrado (NGQVVSPQSAPACAENK) é compartilhado entre elas e as porções 

inicial e final das sequências são diferentes na composição dos aminoácidos (Figura 

4.24). A segunda isoforma pertence ao gene Ralgapa1 e comparando-a com uma 

das isoformas curadas do mesmo gene (NP_001273192) é possível observar que o 

peptídeo encontrado (SIGECALPSAYIR) está é compartilhado entre as duas 

proteínas (Figura 4.25). 
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Figura 4.24 - Alinhamento entre a primeira sequência proteica gerada a partir do transcrito 
gerado pelo Trinity com uma isoforma curada do mesmo gene. O peptídeo encontrado está 
destacado pelas linhas vermelhas. 
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Figura 4.25 - Alinhamento parcial entre a segunda sequência proteica gerada a partir do 
transcrito gerado pelo Trinity com uma isoforma curada do mesmo gene. O peptídeo 
encontrado está destacado pelas linhas vermelhas. 
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 Entre os genes que apresentavam a proteína canônica e a isoforma expressa, 

três apresentaram a contagem do número de espectros de suas isoformas maior 

que os espectros canônicos: Mical3, Dnm1l e Nup98. Foram identificados dez 

peptídeos para a isoforma (NP_001257404; 12 PSMs) e cinco para a proteína 

canônica (NP_700445; 5 PSMs) do gene Mical3 (Figura 4.26).  

 

 

Figura 4.26 - Alinhamento entre as isoforma e a proteína canônica do gene Mical3.  Os 
peptídeos encontrados estão destacados pelas linhas vermelhas (continua). 
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Figura 4.26. Alinhamento entre as isoforma e a proteína canônica do gene Mical3.  Os 
peptídeos encontrados estão destacados pelas linhas vermelhas (continua). 
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Figura 4.26. Alinhamento entre as isoforma e a proteína canônica do gene Mical3.  Os 
peptídeos encontrados estão destacados pelas linhas vermelhas (conclusão). 

 

 Já para o gene Dnm1l, um único peptídeo com 4 PSMs foi atribuído à duas 

isoformas (NP_001263270; NP_001263269) e dois peptídeos com 2 PSMs foram 

atribuídos a proteína canônica (NP_690029) (Figura 4.27A). Por sua vez, o gene 

Nup98 teve uma isoforma (NP_001274093) identificada por cinco peptídeos (5 

PSMs) e sua proteína canônica (NP_075355) foi confirmada por três peptídeos (3 

PSMs; Figura 4.27B).  
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Figura 4.27 - Representação esquemática das isoformas identificadas e seus respectivos peptídeos: (A) Dnm1l, (B) Nup98. Éxons são 
representados pelos retângulos em amarelo (UTRs) e em azul (sequência codificadora), e íntrons são representados pelo símbolo “I”. As reticências 
simbolizam todos os éxons que intervalam os éxons numerados. Os peptídeos únicos são representados por linhas vermelhas tracejadas. Os 
peptídeos compartilhados são representados por linhas verdes tracejadas. 
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 Ao buscarmos por genes ortólogos de homem e camundongo identificados 

nos experimentos de MS de corpo caloso das respectivas espécies, foram 

encontrados 835 genes ortólogos referentes às proteínas canônicas e 7 referentes 

as isoformas (Tabela 4.26). 

 
Tabela 4.26 - Genes ortólogos das isoformas identificadas nos experimentos de MS de 
corpo caloso de homem e camundongo. 

Homem Camundongo 

Gene ID Gene Symbol Gene ID Gene Symbol 

998 CDC42 12540 Cdc42 

7170 TPM3 59069 Tpm3 

1936 EEF1D 66656 Eef1d 

5315 PKM 18746 Pkm 

989 SEPT7 235072 Sept7 

6418 SET 56086 Set 

22902 RUFY3 52822 Rufy3 

 

 Em humano, o gene CDC42 teve apenas um peptídeo 

(NVFDEAILAALEPPETQPK) encontrado em nossa análise que pertencia a isoforma 

NP_426359 (Figura 4.28A). Para o gene ortólogo em camundongo (Cdc42) foi 

detectada a presença da isoforma NP_001230698 através dos peptídeos 

“YVECSALTQR” e “NVFDEAILAALEPPETQPK”. A título de comparação, a figura 

4.28B monstra o alinhamento entre esta isoforma e uma segunda proteína também 

expressa pelo mesmo gene e a figura 4.28C compara as duas isoformas 

encontradas em homem e camundongo. 
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Figura 4.28. Isoformas dos genes CDC42 em homem e Cdc42 em camundongo. (A) 

Alinhamento entre as isoformas geradas pelo gene humano. (B) Alinhamento entre as 
isoformas geradas pelo gene em camundongo. (C) Comparação entre a isoformas de 
homem (NP_426359) e camundongo (NP_001230698) identificadas nos experimentos de 
MS. As linhas em vermelho indicam os peptídeos encontrados. 
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 Para o gene SEPT7 (em humano) foram encontrados seis peptídeos 

atribuídos a duas isoformas (NP_001011553 e NP_001779) expressas por ele 

(Figura 4.29). Em camundongo, apenas um peptídeo foi encontrado 

(SVNCGTMAQPK) e atribuído a isoforma NP_001192296. A título de comparação, a 

sequência desta isoforma foi comparada com outra proteína expressa pelo mesmo 

gene (Figura 4.30). 

 
Figura 4.29 - Comparação entre as duas isoformas do gene humano SEPT7 identificadas no 
experimento de MS. As linhas em vermelho indicam os peptídeos encontrados. 
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Figura 4.30 - Alinhamento entre as duas isoformas expressas pelo gene Sept7 em 
camundongo. A linha em vermelho indica o peptídeo encontrado. 

 

  

  



89 
 

 Para o gene RUFY3 (humano), três peptídeos foram identificados e atribuídos 

a duas isoformas do gene RUFY3 (NP_055776 e NP_00112418). Em camundongo, 

apenas um peptídeo (INSLQLEVEALTR) foi atribuído a isoforma NP_001276703 do 

gene ortólogo Rufy3 (Figura 4.31). A título de comparação, esta isoforma foi 

comparada com as demais do mesmo gene (Figura 4.32). 

 

 

Figura 4.31 - Alinhamento entre as isoformas encontradas do gene RUFY3 no experimento 

de MS de humano. As linhas em vermelho indicam os peptídeos encontrados. 
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Figura 4.32 - Alinhamento entre a isoforma encontrada (NP_001276703) no experimento de 
MS de camundongo comparada com as demais proteínas do gene Rufy3. A linha em 
vermelho indica o peptídeo encontrado. 
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5. DISCUSSÃO 
 
  O presente trabalho apresentou o desenvolvimento de abordagens voltadas 

para a área da proteogenômica ao longo do doutoramento, sendo parte publicada 

em um trabalho original (Tavares et al., 2014), outro aceito para publicação (Tavares 

et al., no prelo) e uma revisão que considerou aspectos e possibilidades na 

proteogenômica (Tavares et al., 2015). 

 O primeiro repositório criado, SpliceProt, foi a primeira iniciativa do nosso 

grupo que reuniu a tradução in silico de variantes de splicing identificadas em dados 

de transcriptoma gerados em larga escala. Em comparação aos demais repositórios 

(RefSeq, ENSEMBL Gene e UniProtKB/Swiss-Prot) utilizados para comparação, o 

SpliceProt apresentou a menor porcentagem de sequências redundantes (1,36%) e 

o maior número de sequências únicas disponíveis.  

 A redundância entre os repositórios também foi avaliada, onde grande parte 

das sequências do RefSeq (91,98%) estava contida no repositório desenvolvido 

neste estudo. Importante salientar que era esperado que todas das sequências do 

RefSeq fossem contempladas já que este repositório foi utilizado para a confecção 

do SpliceProt. Entretanto, dois fatores poderiam explicar tal diferença: primeiro, as 

sequências dos transcritos conduzidos à tradução in silico são oriundas do genoma, 

o que poderia acarretar em pequenas modificações na sequência proteica. E, em 

segundo lugar, dependendo do transcrito, a tradução tem seu início a partir da 

primeira ou segunda metionina encontrada pelo maquinário ribossomal. De maneira 

semelhante, a forma como são geradas as traduções para o ENSEMBL Gene 

poderia explicar o baixa porcentagem (43,05%) de sequências redundantes com o 

SpliceProt. Todavia, não foram encontradas informações na literatura disponível que 

pudessem elucidar o processo de tradução e compará-lo com o desenvolvido no 

presente estudo. As 3.535 sequências do UniProtKB/Swiss-Prot que não foram 

contempladas pelo SpliceProt poderia ser explicada pela composição dos 

repositórios. Enquanto o primeiro é composto por sequências com validação 

experimental, o segundo contém sequências preditas computacionalmente.   

 A digestão computacional por tripsina demonstrou que SpliceProt gera a 

maior quantidade de peptídeos não redundantes (700.492), seguido pelo ENSEMBL 

Gene (578.139), UniProtKB/Swiss-Prot (506.318) e RefSeq (486.532). Em 

comparação com RefSeq, 219.614 eram exclusivos do SpliceProt e 480.878 eram 

compartilhados entre eles. Em comparação com o ENSEMBL Gene, 64.461 



92 
 

peptídeos eram exclusivos deste repositório, 186.814 eram exclusivos do SpliceProt 

e 513.678 eram compartilhados entre eles. Desta forma, o repositório criado pela 

presente abordagem oferta 2,8 vezes mais peptídeos únicos digeridos por tripsina 

que o ENSEMBL Gene. Em comparação com o UniProtKB/Swiss-Prot, 24.552 

peptídeos eram exclusivos deste repositório, 218.726 eram exclusivos do SpliceProt 

e 481.766 eram compartilhado entre eles. Assim, o repositório criado oferta 8,9 

vezes mais peptídeos únicos digeridos por tripsina que o UniProtKB/Swiss-Prot. De 

uma forma geral, independente da enzima utilizada, o SpliceProt ofertou a maior 

quantidade de peptídeos únicos que poderiam ser utilizados para a identificação de 

potenciais variantes de splicing. 

 Observada a grande quantidade de peptídeos únicos provenientes do 

SpliceProt e inspirado nos resultados de Sheykman e colaboradores (2013), três 

repositórios personalizados foram criados. Cada um deles tinha como base as 

sequências não redundantes das proteínas dos repositórios RefSeq, ENSEMBL 

Gene e UniProtKB/Swiss-Prot, acrescidos dos peptídeos não redundantes das 

sequências do SpliceProt que foram digeridos computacionalmente por tripsina e as  

endoproteinases Lys-C, Glu-C bicarb e Glu-C phosph  A comparação entre esses 

peptídeos acrescentados aos repositórios-base indicou que a maior parte deles 

eram compartilhados entre os repositórios personalizados independente da enzima 

utilizada. Ademais, os repositórios RefSeq e UniProtKB/Swiss-Prot apresentaram 

uma maior quantidade de peptídeos exclusivos em comparação ao ENSEMBL 

Gene. 

 O repositório personalizado UniProtKB/Swiss-Prot/SpliceProt foi utilizado em 

dados de espectrometria de massas obtidos a partir da linhagem de células T (Jurkat 

cells) com o intuito de identificarmos potenciais variantes de splicing. Os 54 

peptídeos identificados são provenientes daqueles oriundos do SpliceProt 

acrescidos ao repositório UniProtKB/Swiss-Prot. Além disso, esses mesmos 

peptídeos não foram encontrados no repositório UniProtKB/TrEMBL, que possui a 

tradução de sequências que ainda não foram anotadas ou com validação 

experimental. Desta forma, a identificação das 54 variantes foi possível através da 

inserção desses dados e da maneira como este repositório foi construído.  

 Das 57 variantes identificadas pelo trabalho de Sheykman e colaboradores 

(2013), apenas 10 foram identificadas também pelo presente trabalho. Uma das 

possíveis explicações para esta diferença deve-se ao fato dos dados de 

transcriptoma e proteoma terem sido gerados a partir da mesma origem (linhagem 
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de linfócitos T), ao passo que o SpliceProt têm origem em diferentes conjuntos de 

dados (como ESTs, dados de sequenciamento de larga escala e sequências de 

referência).  Ao final desta primeira análise, é possível afirmar que o primeiro 

repositório personalizado obteve êxito na identificação variantes de splicing em 

dados de MS e que a utilização de repositórios personalizados mostrou ser uma 

alternativa em relação aos repositórios tradicionalmente empregados para a 

anotação de dados de MS.  

 Apesar da primeira inciativa de construir um repositório personalizado, não 

houve a oportunidade de analisarmos detalhadamente as variantes de splicing 

encontradas no contexto da amostra estudada. Assim, um segundo repositório 

personalizado foi construído e usado para anotar dados de MS da linhagem de 

oligodendrócitos humanos. O repositório em questão foi construído utilizando como 

base as sequências das proteínas canônicas do UniProtKB/Swiss-Prot, acrescido de 

peptídeos não redundantes digeridos computacionalmente das sequências das 

isoformas do UniProtKB/Swiss-Prot e do SpliceProt. Importante salientar que os 

peptídeos inseridos no repositório não estavam presentes em quaisquer das 

sequências canônicas, pois desta forma, a identificação das proteínas canônicas e 

das isoformas seria facilitado após a análise. 

 As 2.081 proteínas canônicas identificadas apresentaram uma razão de 1,4 

PSMs/Peptídeos únicos que, quando aplicada como critério para seleção de 

isoformas, foi possível selecionar 17 das 39 isoformas encontradas. O cálculo entre 

os espectros da proteína canônica e da isoforma do gene SDR39U1 também foi uma 

proposta com o objetivo de sugerir que a proteína alternativa estaria sendo mais 

expressa que a canônica.  

 Além da utilização da espectrometria de massas para a identificação das 

isoformas no protema, confirmamos a presença dos mRNAs das variantes de 

splicing de EEF1D, KRAS, MFF, SDR39U1 e SUGT1 por experimentos de RT-qPCR 

na linhagem celular de oligodendrócitos MO3.13 (experimentos realizados pela Dra 

Patricia Savio de Araujo Souza). Desta maneira, foi possível confirmar algumas das 

variantes que identificamos no proteoma também no transcriptoma, faltando apenas 

a investigação de todas a isoformas e sua possível atuação dentro do contexto do 

tecido cerebral. A seguir, apresentaremos uma descrição das informações funcionais 

de algumas das variantes de splicing que identificamos nos dados de proteômica da 

linhagem MO3.13.  
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 O gene KRAS têm um papel regulador na proliferação celular. O domínio C-

terminal da variante de splicing KRAS4B é responsável por se ancorar à membrana 

plasmática e ativar a proteína (Welman et al., 2000). Como demonstrado na figura 

4.3A, a KRAS4B (Uniprot P01116-2) difere da proteína canônica (Uniprot P01116-1) 

no domínio C-terminal pela presença do éxon codificador 4A (McGrath et al., 1983). 

O peptídeo encontrado em nosso estudo mapeia exatamente na junção de splice do 

éxon 3 e o éxon 4B, sendo exclusivo da variante KRAS4B. Outros dois peptídeos 

detectados pela nossa abordagem também foram atribuídos ao gene HRAS, um 

parálogo do KRAS, apresentando uma identidade maior que 80% entre as suas 

sequências. Assim, é importante destacar que devido a esta alta identidade, estes 

mesmos peptídeos também mapeiam nos éxons 1 e 2 do gene KRAS, que são 

responsáveis pela formação do região N-termnal dessas proteínas.  

 A glutaminase (GLS) catalisa a deaminação hidrolítica da glutamina em 

glutamato e amônia e tem papel na regulação do neurotransmissor glutamato no 

cérebro (Márquez et al., 2006). Até o momento, três variantes deste gene são 

conhecidas (Elgadi et al., 2014) e o presente trabalho identificou duas delas. O gene 

GLS possui 19 éxons codificadores e três transcritos: a proteína canônica KGA 

(Uniprot O94925-1) e as variantes GAM (Uniprot O94925-2) e GAC (Uniprot 

O94925-3). A figura 4.3B demonstra a distribuição dos peptídeos identificados de 

acordo com suas respectivas proteínas. As variantes KGA e GAC já foram 

detectadas em cérebro e outros tecidos e a alta expressão de GAC foi observada 

em tumores cerebrais, incluindo oligodendrogliomas, astrocitomas, ganglioglioma e 

ependimomas (Szeliga et al., 2008). 

 Os eventos de fissão mitocondrial são regulados por diversos elementos e 

mecanismos (Okamoto et al., 2005; Chan et al., 2006) que levam à fragmentação da 

mitocôndria. O gene MFF (do Inglês, mitochondrial fission factor) é um componente 

utilizado na fissão constitutiva e induzida da mitocôndria e peroxissomos. As nove 

variantes codificadas por este gene diferem na presença ou ausência do éxon 1 e 

nas combinações entre os éxons 5, 6 e 7, que são responsáveis por codificar a 

região central da proteína (Gandre-Babbe et al., 2008). Nossa análise detectou a 

isoforma Q9GZY8-2 (que não apresenta o éxon 7) e a proteína canônica Q9GZY8-2 

(Figura 4.3C). 

 O gene humano SUGT1 está associado ao complexo de proteínas do 

cinetócoro e está envolvida na fixação do centrossomo durante o ciclo celular. Este 

gene codifica a proteína canônica (SUGT1A; Uniprot Q9Y2Z0) e a isoforma 
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(SUGT1B; Uniprot Q9Y2Z0-2), descritos previamente por Niikura e Kitagawa (2003). 

As sequências de ambas as proteínas são 91% idênticas e sua diferença encontra-

se na codificação de 33 aminoácidos a mais da região entre os éxons 5 e 6 da 

variante SGT1B e na ausência de uma serina na posição 110 da proteína SGT1A. 

Esta inserção acarreta no motivo de repetições de tetratricopeptídeos, quem modula 

a interação específica de proteína-proteína. Nossa análise indicou a presença de 

ambas as proteínas, como demonstrado na figura 4.3D. 

Os genes da família das ribonucleoproteínas heterogênas (hnRNP) atuam no 

metabolismo de mRNAs e foram previamente descritos em oligodendrócitos (Iwata 

et al., 2013). Elevados níveis dos membros de HRNPAB e HNRNPC podem levar a 

superexpressão do gene MYC, que atual como fator de transcrição no câncer e é um 

marcador molecular nos casos de meduloblastoma (Staal et al., 2015). O gene 

HNRNPC está associado ao transporte e processamento do pré-mRNA (Park et al., 

2012) e codifica duas proteínas distintas que foram identificadas pela nossa análise: 

C1 com 293 aminoácidos (responsável por ligar-se ao mRNA de TP53 durante a 

apoptose; Christian et al., 2008) e C2 com 306 aminoácidos (Burd et al., 1989). A 

interação física dessas duas proteínas parece estar relacionada com o controle da 

agressividade de gliobastomas através da baixa expressão do gene PDCD4 (Park et 

al., 2012). As hnRNPs  também estão associadas à esquizofrenia (Martins-de-Souza 

et al., 2009) e podem ter um papel central na disfunção de oligindendrócitos nesta 

doença  (Iwata et al., 2011). 

A proteína canônica e a variante por splicing alternativo do gene piruvato 

quinase (PKM) também foram detectadas no proteoma de oligodendrócitos. O gene 

PKM possui dois éxons (9 e 10) mutuamente exclusivos, produzidos 

respectivamente por dois transcritos: M1 (alternativo) e M2 (canônico). A proteína 

M2 é superexpressa em células proliferativas e tumorais (Staal et al., 2015), quando 

comparado com a M1 (Christofk et al., 2008) e sua expressão é regulada pela 

hnRNP A1/A2 e pela proteína de ligação ao trato de polipirimidinas (PTB; Clower et 

al., 2008).  

A variante canônica e uma variante de splicing do gene EEF1D, foi detectada 

nas nossas análises. Este gene está localizado no cromossomo humano 8 e codifica 

quatro proteínas no cérebro humano (Cao et al., 2014) classificadas a partir do seu 

tamanho: a isoforma maior conhecida como eEF1BδL (647 aminoácidos; Uniprot 

P29692-2) e mais três proteínas menores. Estas proteínas alternativas são 

nomeadas como eEF1Bδ (proteína canônica com 281 aminoácidos; Uniprot P29692-
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1), isoforma 3 (257 aminácidos; Uniprot P29692-3) e a isoforma 4 (262 aminoácidos; 

Uniprot P29692-4). As proteínas eEF1Bδ and eEF1BδL têm funções e localização 

celular distintas. A primeira é geralmente localizada no citoplasma e possui papel 

importante como fator de alongamento ao se ligar com outros membros do complexo 

eEF1 (eEF1Bα e eEF1Bγ). A segunda está localizada no núcleo e induz a 

transcrição dos genes HSPA6, CRYAB, DNAJB1, e HMOX1 (Kaitsuka et al., 2015). 

Bartoli e colaboradores (2006) demonstraram que o surgimento do meduloblastoma 

está associado com a superexpressão de EEF1D, sugerindo seu potencial como 

biomarcador. 

 O gene TOR1AIP1 codifica o polipeptídeo associado à lâmina 1 (LAP1), que é 

uma proteína interna da membrana nuclear (Senior e Gerace, 1988). Existem três 

proteínas potencialmente expressas por esse gene: a proteína canônica Q5JTV8-1, 

a isoforma LAP1B e isoforma LAP1C, esta última descoberta recentemente por 

Santos e colaboradores (2014). As proteínas LAP1 e LAP1B diferem na inserção do 

trinucleotídeo CAG no sítio de splice 3’ do íntron 2 de LAP1B, resultando em uma 

alanina adicional na sequência codificadora. Santos e colaboradores (2014) 

identificaram a isoforma LAP1C numa linhagem derivada do tumor de 

neuroblastoma usando bioinformática, espectrometria de massas e técnicas de 

biologia molecular para validação. Na presente análise foram identificadas apenas 

as proteínas LAP1 e LAP1B. 

 O gene PDLIM3 está associado à distrofia miotônica (DM) e codifica três 

proteínas identificadas pela nossa análise e que variam de acordo com o uso dos 

éxon 4, 5 e 6 (Uniprot Q53GG5-1, Q53GG5-2, e Q53GG5-3). A associação foi 

confirmada por Ohsawa e colaboradores (2011), que demonstrou a expressão 

predominante da variante Q53GG5-2 em pacientes com essa doença. A isoforma 

mencionada possui o éxon 4 e a ausência dos éxons 5 e 6, que podem influenciar 

na ligação da proteína com a α-actinina 2, já que a interação física entre elas ocorre 

através do domínio PDZ, localizado no éxon 6. 

A análise de enriquecimento de vias (GSEA) dos 38 genes das isoformas 

identificadas na linhagem celular MO3.13 indicou uma participação relevante de 

tropomiosinas através do termo muscle thin filament tropomyosin (GO:0005862). De 

fato, três genes de da família de tropomiosinas foram encontrados em nossa análise: 

TPM1, TPM2, e TPM3. As tropomiosinas são componentes dos filamentos de actina 

encontrados nos dendritos de células neuronais e em células musculares (Santos et 

al., 2014). Em humano, elas são codificadas por quatro genes conhecidos como 
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TPM1 (localizado no cromossomo 15), TPM2 (localizado no cromossomo 9), TPM3 

(localizado no cromossomo 1), e TPM4 (localizado no cromossomo 19). Existem dez 

diferentes isoformas do gene humano TPM1, três isoformas do gene TPM2 e sete 

isoformas do gene TPM3. No cérebro humano, algumas isoformas já foram 

descritas, sendo elas: isoformas 3 e 5 da TPM1, isoforma 1 de TPM2 e isoformas 4 

de TPM3 (Lin et al., 2008). Nosso estudo identificou as isoformas 2 e 5 do gene 

TPM1, isoformas 2 e 3 de TPM2, e as isoformas 2, 3, 4, 5 e 6 de TPM3. É 

importante destacar que apesar de termos identificados uma família de 

tropomiosinas, a linhagem de oligodendrócitos MO3.13 é resultante de 

oligodendrócitos com células musculares de rabdomiossarcoma. Desta forma, a 

identificação dessas isoformas foi questionada se poderiam ser resultado dessa 

característica intrínseca da linhagem utilizada e somente com dados experimentais 

de proteômica de cérebro humano poderíamos confirmar a presença destas 

variantes. 

 Fizemos também a análise da interação proteína-proteína das 39 variantes de 

splicing. Encontramos a interação de algumas delas com as proteínas do complexo 

NFκB, MYC e TP53. Campos-Sandoval e colaboradores (2015) relacionaram o gene 

da glutaminase GLS e suas variantes de splicing na regulação das isoformas de 

NFκB, MYC e TP53 em tumores cerebrais. Demais trabalhos apontam que o gene 

TP53 é responsável por manter a estabilidade genômica das células percussoras de 

oligondendrócitos (OPC, do Inglês oligodendrocyte precursor cells; Tokumoto et al., 

2001). Os genes MYC e NFκB são responsáveis por outro grupo de genes 

associados a mielinização dessas células, desempenhando importante função 

durante sua diferenciação (Blank e Prinz et al., 2014). 

 Como exposto, a análise feita com o segundo repositório personalizado 

possibilitou a investigação das isoformas na linhagem de oligodendrócitos. 

Entretanto, era necessário criar uma estratégia para a busca por potenciais variantes 

de splicing ainda não descritas na literatura para homem e camundongo. A 

montagem computacional de transcriptoma foi utilizada como recurso para a 

identificação de proteínas já anotadas e potenciais variantes de splicing no 

transcriptoma de homem e camundongo. Os programas Cufflinks e Trinity foram 

escolhidos por apresentarem os melhores resultados em artigos que compararam o 

desempenho dos programas de reconstrução de transcritos com um genoma de 

referência e de novo. Desta forma, um pipeline integrando as duas estratégias foi 

desenvolvido em três etapas que tinham como pontos principais a seleção dos reads 
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utilizados na montagem com genoma de referência e daqueles entregues para a 

montagem de novo. 

 A primeira etapa consistia no tratamento dos reads originais a partir da 

qualidade das corridas e a remoção de seus adaptadores. O aproveitamento dos 

reads foi considerado satisfatório, pois aproximadamente 90% e 95% dos reads nas 

corridas de humano e de camundongo, respectivamente, foram aproveitadas após o 

tratamento.  Em seguida, todos os reads selecionados pela etapa anterior foram 

alinhados contra o genoma de seus respectivos organismos, gerando um arquivo de 

alinhamento. Cada arquivo foi preparado e juntamente com um arquivo GTF de cada 

espécie foi utilizado pelo programa Cufflinks para a montagem com genoma de 

referência. Dos 39.006 mRNAs anotados no arquivo GTF de humano, o Cufflinks foi 

capaz de reconstruir em média 30 mil transcritos independente do seu nível de 

expressão. Em camundongo, dos 29.735 mRNAs anotados em seu arquivo GTF, 

foram reconstruídos em média 22 mil transcritos independente do seu nível de 

expressão para este organismo. Porém, é importante salientar que a reconstrução 

desses transcritos está limitada ao número de transcritos com anotação. Logo, 

dependendo da origem ou versão do arquivo GTF utilizado, esses números poderão 

variar conforme novos transcritos sejam anotados nas bases de dados como RefSeq 

e UCSC. Desta forma, optamos por usar a base de dados RefSeq para a associação 

de transcritos e proteínas, uma vez que o uso do repositório Uniprot/Swiss-Prot 

aumentaria o grau de complexidade das análises, pois não encontramos dados que 

permitissem a associação dos seus identificadores com sequências de mRNAs. 

 O número de genes identificados pela montagem obtida pelo programa 

Cufflinks foi de aproximadamente 15 mil genes nas duas espécies. Uma fração 

pequena de transcritos oriundos de RNA-Seq não teve seu gene encontrado em 

nossas bases de dados. Este problema tem origem provável na anotação dos 

arquivos obtidos através da base de dados do RefSeq e Unigene.   

 A segunda etapa consistia numa preparação para a identificação dos reads 

utilizados e não utilizados pelo Cufflinks já que este programa não habilita esta 

opção. Assim, iniciamos uma colaboração com o Dr. Cole Trapnell, desenvolvedor 

do programa Cufflinks, para criar uma abordagem para a identificação e seleção dos 

reads usados pelo referido programa. Desta forma, os reads da primeira etapa foram 

alinhados contra as sequências dos transcritos reconstruídos pelo programa gffread 

(integrante do programa Cufflinks). Aqueles reads corretamente mapeados foram 

considerados como utilizados para a montagem e os demais foram conduzidos para 
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a terceira etapa do pipeline. Aproximadamente 70% dos reads dos dados de RNA-

Seq de humano e 60% de camundongo não foram utilizados para a reconstrução 

dos transcritos. 

 A terceira etapa teve como proposta inicial um refinamento na seleção dos 

reads que seriam conduzidos para a montagem de novo com o programa Trinity. 

Para isso, os reads que não foram utilizados pelo Cufflinks foram alinhados contra 

as sequências gênicas de seus respectivos organismos. Desta forma, este 

alinhamento serviria como “filtro” para evitarmos a reconstrução de transcritos 

quiméricos. Os resultados apontaram que uma pequena porcentagem dos reads 

(3% em homem e 5% em camundongo) foi mapeada corretamente em um único 

gene. Sabendo que é necessária uma grande quantidade de reads para a 

montagem de novo (revisto por Martin e Wang, 2011), esses resultados inicialmente 

colocaram em dúvida se o Trinity conseguiria reconstruir os transcritos com esta 

quantidade pequena de reads resultantes. Entretanto, após a montagem de novo, foi 

possível verificar que além de conseguir realizar a montagem, o programa Trinity 

aproveitou mais de 90% dos reads para ambos os organismos. Isto sugere que o 

terceiro alinhamento e a seleção dos reads mapeados corretamente em um único 

gene obteve êxito. Desta forma, decidimos investigar qualitativa e quantitativamente 

a contribuição de variantes de splicing detectadas exclusivamente pelo uso do 

programa Trinity, uma vez que já havíamos mostrado que a estratégia de usar o 

Uniprot/Swiss-Prot com dados de ESTs é eficaz na detecção de isoformas de 

splicing (Tavares et al., 2014; Tavares et al., no prelo).   

 O número de transcritos montados pelo programa Trinity variou 

significativamente entre os organismos. Entre os dados de RNA-Seq de homem, o 

número máximo de transcritos montados por uma corrida foi de aproximadamente 

30 mil (réplica 1 - tecido ovariano), enquanto em camundongo, o número máximo de 

transcritos montados foi de aproximadamente 124 mil (réplica 1 - tecido testicular). 

Esses números podem ser explicados pela diferença na complexidade dos 

organismos analisados (Lin et al., 2014) e que se reflete na montagem de novo. Este 

fato também é relatado no trabalho original do programa Trinity onde a porcentagem 

de transcritos montados para a levedura (Schizosaccharomyces pombe) era maior 

quando comparado com camundongo.   

 A identificação das variantes de splicing em nossa base de dados foi de 

fundamental importância para sabermos se os transcritos montados pelo Trinity 

poderiam ser confirmados por outros dados de transcriptoma. Em humano, a maior 
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parte dos transcritos montados em cada corrida pode ser confirmada por ESTs e 

sequências curadas do RefSeq ou ESTs. Já em camundongo, a maior parte dos 

transcritos foi confirmada por ESTs. Essas confirmações por outras fontes de dados 

experimentais indicam que a montagem realizada pelo Trinity conseguiu reconstruir 

possíveis transcritos derivados de eventos de splicing alternativo mesmo após todas 

as etapas do pipeline. As demais variantes geradas pelo programa Trinity que não 

foram confirmadas por nenhum dado experimental de transcriptoma tinham o 

potencial de indicar novos transcritos derivados de eventos de splicing alternativo.  

 A partir do sistema de tradução desenvolvido para criação do repositório 

SpliceProt, as variantes geradas pelo programa Trinity e sem confirmação por outras 

sequências foram traduzidas a fim de serem confirmadas futuramente por 

experimentos de espectrometria de massas. Para a maioria dos dados de RNA-Seq 

em ambos os organismos, pelo menos metade das variantes foi traduzida com 

sucesso. As variantes que não foram traduzidas tiveram um número excessivo de 

códons de parada ou sequências proteicas de tamanho muito pequeno.   

 Com o intuito de confirmar os transcritos reconstruídos pela montagem de 

transcriptoma e potenciais variantes de splicing, dois repositórios proteicos 

personalizados foram criados a partir das réplicas oriundas de RNA-Seq de tecido 

cerebral de homem e camundongo. Ambos repositórios foram construídos com as 

sequências de proteínas canônicas e peptídeos digeridos in silico e não redundantes 

resultantes das isoformas obtidas pelos programas Cufflinks e Trinity.  

 Para homem, duas regiões cerebrais distintas foram analisadas: lobo 

temporal anterior (ATL) e corpo caloso (CC). A primeira região é localizada no córtex 

e está relacionada com a doença de Alzheimer (Domoto-Reilly et al., 2012). Já a 

segunda, encontra-se na parte interna do cérebro, interligando os hemisférios 

cerebrais e está relacionada com a esquizofrenia (Paul et al., 2007). O estudo 

original de tais amostras não explorou as potenciais isoformas derivadas de eventos 

de splicing alternativo no proteoma das regiões analisadas. Assim, decidimos 

investigar a contribuição do uso de dados de RNA-Seq para a detecção de variantes 

de splicing usando o programa Trinity. A classificação entre proteínas canônicas e 

isoformas foi obtida através do sítio da UCSC, onde foi obtida uma lista de 

transcritos canônicos tanto para homem quanto para camundongo. Usando o critério 

de 1% de PEP, foram identificadas 136 isoformas em ATL e 109 em CC, sendo 

contabilizadas 163 isoformas distintas onde a maior parte delas era compartilhada 

por ambas as regiões. Ao aplicarmos o GSEA para as isoformas encontradas tanto 
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em ATL quanto em CC, o termo “muscle thin filament tropomyosin” foi novamente 

encontrado, indicando um perfil de expressão de variantes de splicing associado a 

genes do citoesqueleto. Em uma análise comparativa, foi possível verificar que das 

39 isoformas encontradas no estudo em oligodendrócitos, 11 também foram 

encontradas em ATL e CC. Dessas 11, 2 eram exclusivas de CC (genes EEF1D e 

PDLIM3), uma exclusiva de ATL (gene PNKD) e 8 eram compartilhadas entre as 

duas regiões (genes KRAS, PKM, TPM1, TPM3, SET, SPTAN1, TPD52L2 e 

CAPZB). Outra observação relevante que esta análise revelou foi a presença da 

família de tropomiosinas (TPM1, TPM3 e TPM4) nessas regiões analisadas. Isso 

sugere que os tipos celulares encontrados no cérebro possam expressar com certa 

regularidade os membros dessa família e que a linhagem híbrida de oligodendrócitos 

não influenciou nos resultados encontrados naquele estudo. Entretanto, é importante 

ressaltar que as variantes de splicing identificadas neste estudo refletem aquelas 

descritas previamente pelo projeto RefSeq ou inéditas e propostas pelo programa 

Trinity. Uma parcela não desprezível das variantes de splicing detectadas usando 

dados de ESTs não foi analisada no contexto desta tese. 

 Entre as isoformas encontradas e que eram derivadas exclusivamente do 

programa Trinity, podemos observar que o peptídeo encontrado para a isoforma do 

gene KIF1A não pode ser utilizado para diferenciação das isoformas conhecidas 

para este gene. Isto se deve pelo fato do peptídeo “AFVYLSNLLYPVPLVHR” ser 

compartilhado entre a isoforma hipotética e a isoforma curada NP_004312.  Este 

resultado reflete o desafio de encontrar peptídeos que auxiliem na identificação das 

isoformas (Nesvizhskii e Aebersold, 2005).  

 As razões PSM/UP calculadas para ATL e CC indicam que os peptídeos 

únicos possuem em média de 4 a 5 espectros confirmando-os nos experimentos de 

MS. Esses valores são pelo menos duas vezes maiores quando comparado com a 

razão obtida na linhagem de oligodendrócitos. Aplicando-se a razão PSM/UP nas 

isoformas encontradas em ATL, das 132 isoformas, 52 têm sua razão superior à 

calculada para as proteínas canônicas. Em CC, o número é reduzido de 109 para 19 

isoformas. Ao verificarmos a distribuição delas entre as regiões, foram contabilizadas 

58 isoformas distintas, sendo a maioria exclusiva de ATL, 6 exclusivas de CC e 13 

compartilhadas. Esses valores mostram que dependendo do número de isoformas 

encontradas, é possível aplicar este critério de seleção em experimentos de MS que 

utilizam repositórios personalizados constituídos por peptídeos.  
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 Ao analisarmos os genes que dão origem às proteínas identificadas, foi 

observado um número significativo de genes que expressavam somente isoformas. 

Entretanto, em a inspeção manual dessas isoformas mostrou que em outras bases 

de dados, como UniProt/SwissProt, essas são classificadas como canônicas. Dessa 

forma, podemos concluir que dependendo do critério de classificação utilizado, o 

número de isoformas pode variar de acordo com a base de dados utilizada para a 

construção dos repositórios customizados. De uma forma geral, não existe consenso 

na literatura indicando como definir, entre os transcritos expressos de um 

determinado gene, qual deve ser considerado canônico ou quais são derivados de 

eventos de splicing alternativo. A razão para isso se dá pela especificidade celular 

deste evento, além da geração de outras isoformas derivadas promotores 

alternativos e poliadenilações alternativas (revisto por de Klerk e 't Hoen, 2016).  

 Entre os genes que expressavam as proteínas canônicas e as isoformas, 

apenas dois apresentaram o número de espectros da isoforma foi maior que o da 

canônica, sendo eles: NUDT16 e NEBL. O gene NUDT16 é membro da superfamília 

de hidrolases conhecida como NUDIX e um dos responsáveis por regular a 

estabilidade e RNAs mensageiros a partir da remoção do cap 5’ (Song et al., 2010). 

Já o gene NEBL codifica proteínas que ligam os filamentos intermediários à linha Z 

dos sarcômeros (Holmes e Moncman, 2008). Esta análise foi realizada para a 

comparação com a mesma abordagem na linhagem de oligodendrócitos, onde o 

gene SDR39U1 apresentou a mesma diferença entre espectros. Tratando-se de um 

novo experimento, a expectativa era de que o número de genes que apresentasse o 

mesmo padrão fosse maior. Entretanto, os resultados indicam que esta análise só 

pode ser aplicada de forma pontual. Ademais, quando comparamos a classificação 

entre proteínas canônicas e isoformas na base UniProt/SwissProt, a isoforma 

encontrada em nosso estudo para o gene NUDT16 é considera como canônica para 

esta base e vice-versa. Já a classificação para as proteínas do gene NEBL coincidiu 

com o UniProt/SwissProt.  

 Um dos peptídeos encontrados (VTVAESSSDGR) para a proteína canônica 

(NP_808878) do gene SYT12, também foi encontrado no trabalho original dos dados 

de ATL e CC de Martins-de-Souza e colaboradores (2014). Apesar do resultado 

promissor, este mesmo peptídeo é compartilhado pelas demais proteínas expressas 

por este gene, mostrando a importância da identificação de peptídeos proteotípicos 

(Kuster et al., 2005). 
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 O repositório proteico feito para identificação de isoformas em camundongo 

foi aplicado em dados de proteômica de corpo caloso provenientes de três réplicas 

biológicas. O total de proteínas identificadas em cada uma foi aproximadamente 

quatro vezes maior quando comparado com os resultados obtidos em corpo caloso 

de homem. Entre outros fatores, esta diferença tem explicação na preparação das 

amostras no equipamento utilizado. Enquanto para os dados humanos foi 

empregada uma coluna cromatográfica menor e um espectrômetro de massas de 

menor resolução (ion trap), os dados de camundongo utilizaram uma coluna maior e 

um espectrômetro de maior resolução (Q Exactive).  

 Usando o critério de 1% de PEP, foram identificadas 110 isoformas distintas e 

sua distribuição apontou que aproximadamente 36% delas eram específicas de cada 

réplica e menos da metade (44) era compartilhada. Isto sugere que mesmo com 

uma média de 75 isoformas por réplica, houve uma variabilidade significativa de 

proteínas exclusivas de cada experimento. Quando comparado ao número de 

isoformas identificadas em corpo caloso de humano, o número inferior de isoformas 

encontradas tem possível explicação na composição do repositório proteico gerado. 

Baseado também na classificação de proteínas canônicas e isoformas do sítio da 

UCSC, apenas 3.150 proteínas foram classificadas como isoformas, enquanto para 

humano foram classificadas 9.821. 

 O gene Slc4a10 apresentou um isoforma hipotética derivada exclusivamente 

do programa Trinity e que foi comparada com uma isoforma curada do mesmo gene. 

O gene Slc4a10, é descrito como responsável por regular o pH intracelular de 

neurônios e astrócitos em camundongos (Liu et al., 2010). Alterações nesse gene 

acometem a diminuição de ventrículos cerebrais e reduzem a excitabilidade 

neuronal (Jacobs et al., 2008). O alinhamento entre a isoforma hipotética a isoforma 

curada demonstra que as porções inicial e final são diferentes na composição de 

aminoácidos. O motivo para tal diferença está provavelmente relacionado com uma 

falha no programa Trinity nas mesmas regiões do transcrito hipotético de origem.  A 

segunda isoforma identificada exclusivamente pelo programa Trinity pertencia ao 

gene Ralgapa1, relacionado com microcefalia e retardo psicomotor (Schwarzbraun 

et al., 2004). O alinhamento da isoforma hipotética contra uma das isoformas 

curadas do mesmo gene (NP_001273192) indica o mesmo problema com a 

montagem na região inicial, porém, a região final da isoforma hipotética foi 

corretamente montada e traduzida até o éxon 34. O peptídeo encontrado e que está 

localizado no éxon 20 é compartilhado entre as duas proteínas, impossibilitando 
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novamente a identificação de qual isoforma foi realmente encontrada no 

experimento. 

 A razão PSM/UP calculada para as réplicas apontou que os peptídeos únicos 

das proteínas canônicas apresentavam em média dois espectros e, que das 110 

isoformas distintas encontradas, 35 seriam selecionadas por razão superior a 

calculada. A distribuição delas mostra que quase metade das isoformas com cut-off 

são exclusivas de cada réplica analisada. Isso demonstra a importância de estudos 

individualizados na identificação de isoformas em estudos de espectrometria de 

massas. 

 Da mesma forma como os resultados em homem, foi observado um número 

significativo de genes que expressavam somente isoformas. Entre os genes que 

apresentavam a proteína canônica e a isoforma expressa, três tiveram o número de 

espectros de suas isoformas maior que os espectros canônicos: Mical3 (membro da 

família das monooxigenases associadas aos microtúbulos), Dnm1l (relacionado com 

fissão mitocondrial; Brooks et al., 2009)  e Nup98 (integrante do complexo proteico 

no poro nuclear em humano; Griffis et al., 2002). Esses resultados indicam 

novamente que esta análise só pode ser aplicada de forma pontual além de mostrar 

novamente a influência da base de dados utilizada para a classificação entre 

proteínas canônicas e isoformas. Ao compararmos a classificação com o 

Uniprot/SwissProt, as isoformas identificadas para os genes Nup98 e Mical3 são 

classificadas como canônicas para a referida base de dados. E a proteína canônica 

do gene Dnm1l é atribuída a uma proteína predita computacionalmente pelo projeto 

RefSeq (prefixo XP). 

 A análise de todas as proteínas identificadas em corpo caloso de homem e 

camundongo revelou uma quantidade significativa de genes ortólogos de proteínas 

canônicas e sete genes ortólogos entre as isoformas. Tais resultados sugerem que 

os transcritos expressos pelas isoformas dos genes desempenham funções 

importantes para os tipos celulares que compõem esta região cerebral. Quatro dos 

sete genes (TPM3, EEF1D, PKM e SET) também foram encontrados no estudo com 

a linhagem celular de oligodendrócitos e discutidos anteriormente em relação às 

suas isoformas em humano. Os genes CDC42, SEPT7 e RUFY3 estão envolvidos 

em diversas funções tanto em homem quanto camundongo e serão discutidos a 

seguir.  

 O gene CDC42 pertence à família de GTPases Rho e está relacionado com o 

ciclo celular (Olson et al., 1995), reorganização do citoesqueleto (Dutartre et al., 
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1996) entre outras funções (revisto por Van Aelst e D’Souza-Schorey, 1997). Este 

gene produz duas isoformas idênticas (RefSeq NP_001782 e NP_001034891) que 

diferem de uma terceira (RefSeq NP_426359) na região N-terminal. O peptídeo 

“NVFDEAILAALEPPETQPK” encontrado em nossa análise possibilitou a 

confirmação da isoforma NP_426359 no experimento por conter cinco aminoácidos 

que as distingue das demais isoformas. Em camundongo, o gene ortólogo Cdc42 

está relacionado na regulação do citoesqueleto (revisto por Hall, 1998) e com a 

produção de mielina em oligodendrócitos juntamente com o gene Rac1 (Thurnherr et 

al., 2006). Este gene produz duas isoformas (RefSeq NP_001230698 e NP_033991) 

que diferem na região N-terminal da mesma maneira como no gene humano. Foi 

possível confirmar a presença da isoforma NP_001230698 no experimento através 

da arginina encontrada no peptídeo “YVECSALTQR” e nos cinco últimos 

aminoácidos do peptídeo “NVFDEAILAALEPPETQPK”, o mesmo encontrado em 

corpo caloso de humano. 

 As septinas pertencem a uma família de genes relacionada com a 

organização do citoesqueleto através da formação de filamentos (revisto por 

Kinoshita, 2003; Zent et al., 2011). Estudos já demonstraram a relação entre a 

superexpressão deste gene com inibição de glioma em humanos (Jia et al., 2010; Xu 

et al., 2010) e sua baixa expressão em pacientes com esquizofrenia juntamente com 

o aumento da expressão de CDC42 (Ide e Lewis, 2010). Kinoshita e colaboradores 

(2000) analisaram a presença das septinas em diferentes regiões do cérebro de 

camundongo onde a septina 7 (também conhecida por CDC10) foi localizada no 

cortéx cerebral, no hipocampo e no corpo caloso. Em humano, o gene SEPT7 

expressa três isoformas, uma menor (RefSeq NP_001229885) e duas maiores 

(RefSeq NP_001011553 e NP_001779). Estas duas variantes de splicing de 

sequência com alta similaridade diferem em apenas um aminoácido (valina) na 

porção inicial. Nos experimentos analisados, foram encontrados seis peptídeos 

atribuídos às duas isoformas maiores deste gene e que não possibilitaram a 

distinção entre elas. Em camundongo, o gene Sept7 expressa apenas duas 

isoformas que se distinguem pela presença de uma valina na porção inicial da 

isoforma NP_033989. Em nossas análises, apenas um peptídeo foi encontrado 

“SVNCGTMAQPK” e atribuído a isoforma NP_001192296, sendo este suficiente 

para distingui-la da isoforma NP_033989. 

  O gene RUFY3 pertence a uma família de proteínas que está relacionada 

com a regulação da polaridade neuronal em ratos (Mori et al., 2007) e no tráfego de 
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membrana (revisto Kitagishi e Matsuda, 2013). Wang e colaboradores (2015) 

demonstraram que RUFY3 é regulado positivamente pelo gene PAK1, apresentando 

relação com a migração e invasão de tumores gástricos. Em camundongo, Wei e 

colaboradores (2014) relacionaram Rufy3 com a morfogênese dos axônios. No 

experimento em humano, três peptídeos foram identificados e atribuídos a duas 

isoformas do gene RUFY3 (RefSeq NP_055776 e NP_001124181). Porém, estes 

peptídeos não foram suficientes para confirmar qual das duas isoformas estava 

presente no experimento. No experimento em camundongo, apenas o peptídeo 

“INSLQLEVEALTR” foi atribuído à isoforma NP_001276703 do gene Rufy3. Quando 

comparado com as demais proteínas deste gene, o peptídeo encontrado poderia ser 

utilizado para distingui-la das demais. 

 Assim, acreditamos que há muito ainda a ser aprimorado no campo da 

proteogenômica, mas que os estudos realizados no âmbito deste doutorado 

propiciaram a resolução de problemas inerentes à construção de repositórios de 

sequências proteicas personalizados, e a sua aplicação na análise de dados de MS 

no que concerne a identificação de variantes por splicing alternativo. Como exposto, 

esta tese buscou reunir o aprimoramento da análise de variantes de splicing por uma 

abordagem de proteogenômica. O desenvolvimento de repositórios personalizados 

foi determinante para a identificação das isoformas em diferentes linhagens e 

amostras teciduais. A estratégia de montagem de transcriptoma com genoma de 

referência e de novo conseguiu reconstruir os transcritos a partir de corridas de 

RNA-Seq, apesar das etapas que reduzirem o número de reads destinados a 

montagem com o programa Trinity. A identificação das variantes de splicing, a 

tradução in silico e a detecção destas em experimentos de espectrometria de 

massas obteve êxito apesar de o programa Trinity ter mostrado não ser tão eficiente 

em relação à contribuição de variantes de splicing inéditas ausentes em outros 

bancos de dados de sequências expressas.  

 Desta forma, esperamos ter contribuído com o desenvolvimento de uma 

abordagem computacional para a tradução computacional de dados de 

transcriptoma e a descrição de variantes de splicing identificadas em dados de MS 

de uma linhagem celular de olidendrócitos humanos, bem como de duas regiões do 

cérebro humano e de camundongo. 
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6. CONCLUSÃO  
 
 A integração de dados de proteômica e transcriptômica caracteriza a área da 

proteogenômica, que vem ganhando destaque ao longo dos últimos anos. As 

tecnologias de alta vazão como RNA-Seq e a espectrometria de massas ofertam 

uma grande quantidade de dados e, ao mesmo tempo, desafiam na identificação de 

novas variantes de splicing e principalmente sua função em diferentes tipos 

celulares e amostras. Esta tese apresentou análises de diferentes variantes de 

splicing em dados de transcriptoma e proteoma de homem e camundongo. A partir 

de dados de ESTs e RNA-Seq que foram mapeados nos genomas dos organismos 

estudados, foi possível identificar as variantes de splicing, traduzi-las 

computacionalmente e criar repositórios com sua tradução hipotética. Assim, esses 

repositórios puderam ser utilizados em diferentes dados de espectrometria de 

massas para a identificação e análise das variantes identificadas. Portanto, 

concluímos que a integração de dados de diferentes plataformas pode ampliar a 

descoberta de novas variantes por splicing alternativo.  
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8. ANEXOS 
 
Anexo 1 - SpliceProt: a protein sequence repository of predicted human splice 
variants. 
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Anexo 2 - Splice variants in the proteome: a promising and challenging field to 
targeted drug discovery.  
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Anexo 3 - Unveiling alterative splice diversity from human oligodendrocyte 
proteome data. (no prelo) 
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